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La presente invention se rapporte a un precede de preparation d'un epiderme reconstruit 
ou d'un equivalent de peau supplements en aumoins un derive du ceramide 7 et/ou 5.5, 
consistant a introduire au moins un derive du ceramide 7 et/ou 5.5 dans le milieu de 
culture dudit epiderme reconstruit ou dudit equivalent de peau et/ou a appliquer 
topiquement sur ledit epiderme reconstruit ou ledit equivalent de peau une composition a 
base de vesicules lamellaires lipidiques incorporant au moins un derive de la famille du 
ceramide 7 et/ou 5.5. 

[.'invention se rapporte encore a un epiderme reconstruit ou un equivalent de peau 
contenant au moins un derive de la famille du ceramide 5.5. 



La peau humaine est constitute de deux compartiments a savoir un compartiment 
profond, le derme, et un compartiment superficiel, I'epiderme. 

L'epiderme est en contact avec I'environnement exterieur. Son role consiste a proteger 
I'organisme de la deshydratation et des agressions exterieures, qu'elles soient chimiques, 
15 mecaniques, physiques ou infectieuses. 

L'epiderme humain naturel est compose principalement de trois types de cellules qui sont 
les keratinocytes, tres majoritaires, les melanocytes et les cellules de Langerhans. 
Chacun de ces types cellulaires contribue par ses fonctions propres au role essentiel 
20 joue dans I'organisme par la peau. '-ViV 

Les cellules constituant I'epiderme sont delimiters par un domaine lipidique. Au cours de 
la differenciation, les phospholipides dont le role consiste a elaborer la structure fluide 
des membranes cellulaires des couches vivantes de I'epiderme, sont peu a peu 
25 remplaces par un melange compose en majeure partie d'acides gras, de cholesterol et de 
sphingolipides. 

Ces lipides sont organises en phase cristal liquide lamellaire specifiques dont I'integrite 
depend non seulement de la qualite des fractions presentes mais aussi de leur proportion 
30 respective. Cette structure lamellaire des lipides du domaine lipidique de I'epiderme est 
responsable de la fonction barriere epidermique. 



35 



Les lipides epidermiques sont synthetises principalement dans I'epiderme vivant. lis sont 
principalement constitues de phospholipides, de ceramides (ou sphingolipides), de 
cholesterol, d'acides gras libres, de triglycerides, d'esters du cholesterol et d'alcanes. 
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Les ceramides sont un des constituents essentiels des lipides epidermiques, permettant 
d'assurer en partie, la structure cristal liquide lamellaire de ceux ci, mais aussi la fonction 
barriere de I'epiderme. 

5 Les ceramides sont composes d'une base sphingoTde qui peut etre de quatre types, 
sphinganine, sphingenine, phytosphingosine et 6-hydroxy-4-sphingenine, et d'un acide 
gras qui peut etre sature, a hydroxyle ou id esterifie. Les differentes combinaisons 
possible's entre bases et acides gras conduisent a une dizaine de ceramides repertories 
par Robson.KJ.; Stewart.M.E.; Michelsen.S.; Lazo.N.D.; Downing, D. T. , 6-hydroxy-4- 
10 sphingenine in human epidermal ceramides, dans J. Lipid Res. 1994 35 :2060-2068; et 
Chopart M., Castiel-Higounenc I., Arbey E., Guey C, Gaetani Q., Schmidt R., The 
■ Normal Human stratum corneum: a new ceramide profile, Perspectives in Percutaneous 
Penetration, 8th International Conference, Antibes Juan-Les Pins - France, April 2-6, 
2002. 

15 

Des modeles plus ou moins proches de la peau humaine ont pu etre mis au point. On 
peut citer par exemple les modeles decrits dans les demandes de brevets EP-A-285471, 
EP-A-285474, EP-A-789074, EP-A-502172, EP-A-418035, WO-A91 16010, EP-A- 
197090, EP-A-20753, FR-A-2665175, FR-A-2689904 et FR-A-2792650. Ces documents 
20 sont incorpores ici par reference 

De maniere tres generale, les modeles de peau reconstruite decrits dans ces documents 
comprennent des keratinocytes humains associes ou non a d'autres celules de la peau 
comme les melanocytes et/ou les cellules de Langerhans, deposes sur un support, 
25 souvent un equivalent de derme, et cultives dans des conditions telles qu'ils entrent dans 
un programme de differenciation aboutissant a la formation d'un equivalent d'epiderme. 
Les equivalents de derme decrits a ce jour sont soft des membranes artificielles comme 
par exemple les filtres de marque Millipore, des substituts sous-cutanes a base de 
collagene, du plastique ou tout autre support compatible avec la viabilite cellulaire, soit 
30 des supports plus elabores pour les rendre plus proches du derme natural, comme le 
derme prealablement desepidermise ou des lattices mixtes collagene/fibroblastes. Dans 
les lattices mixtes collagene/fibroblastes I'association de collagene natif et de fibroblastes 
humains isoles conduit a I'obtention d'un equivalent de derme mimant un derme qui n'a 
pas subi Taction du temps. 

35 
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Les ceramides sont un des constituants essentiels des lipides epidermiques, permettant 
d'assurer en partie, la structure cristal liquide lamellaire de ceux ci, mais aussi la fonction 
barriere de I'epiderme. 

Les ceramides sont composes d'une base sphingoide qui peut etre de quatre types, 
sphinganine, sphingenine, phytosphingosine et 6-hydroxy-4-sphingenine, et d'un acide 
gras qui peut etre sature, a hydroxyle ou w esterifie. Les differentes combinaisons 
possibles entre bases et acides gras conduisent a une dizaine de ceramides repertories 
par Robson.K.J.; Stewart.M.E.; Michelsen.S.; Lazo.N.D.; Downing.D.T., 6-hydroxy-4- 
sphingenine in human epidermal ceramides, dans J. Lipid Res. 1994 35 :2060-2068; et 
Ghopart M., Castiel-Higounenc I., Arbey E., Guey C., Gaetani Q., Schmidt R., The 
Normal Human stratum corneum: a new ceramide profile, Perspectives in Percutaneous 
Penetration, 8th International Conference, Antibes Juan-Les Pins - France, April 2-6, 
2002. 

Des modeles plus ou moins proches de la peau humaine ont pu etre mis au point. On 
peut citer par exemple les modeles decrits dans les demandes de brevets EP-A-285471, 
EP-A-285474, EP-A-789074, EP-A-502172, EP-A-418035, WO-A-91 16010, EP-A- 
1 97090, EP-A-20753, FR-A-26651 75, FR-A-2689904 et FR-A-2792650. 

De maniere tres generate, les modeles de peau reconstruite decrits dans ces documents 
comprennent des keratinocytes humains associes ou non a d'autres cellules de la peau 
comme les melanocytes et/ou les cellules de Langerhans, deposes sur un support, 
souvent un equivalent de derme, et cultives dans des conditions telles qu'ils entrent dans 
un programme de differenciation aboutissant a la formation d'un equivalent d'epiderme. 
Les equivalents de derme decrits a ce jour sont soit des membranes artificielles comme 
par exemple les f litres de marque Millipore, des substituts sous-cutanes a base de 
collagene, du plastique ou tout autre support compatible avec la viabilite cellulaire, soit 
des supports plus elabores pour les rendre plus proches du derme naturel, comme le 
derme prealablement desepidermise ou des lattices mixtes collagene/fibroblastes. Dans 
les lattices mixtes collagene/fibroblastes I'association de collagene natif et de fibroblastes 
humains isoles conduit a I'obtention d'un equivalent de derme mimant un derme qui n'a 
pas subi Taction du temps. 
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Les modeles de peaux reconstruites presented generalement une fonction barriere 
deficiente (M. Ponec, P.J.J. Wauben-Penris, A. Burger, J. Kempenarr, H. E. Bodde, Skin 
Pharmacol 1990; 3: pp. 126-1 35). Cette deficience est en grande partie due a 
d'importantes modifications du profil ceramidique de ce modele qui ont ete observees par 
5 rapport a un epiderme humain normal. 

II est connu du document FR 2 811 556 d'utiliser de la 6-hydroxy-4sphingenine pour 
augmenter la fonction barriere des peaux reconstruites. 

Toutefois, en utilisant de la 6-hydroxy-4-sphingenine on ne peut controler la nature du 
10 ceramide qui va etre obtenu in situ suite a son association avec un acide gras au niveau 
de Pepiderme. La 6-hydroxy-4-sphingenine est en effet la base sphingo.de constitutive de 
plusieurs ceramides: ceramides STAR, 4. 5.5 et 7 ("The Normal Human stratum 
corneum: a new ceramide profile" M. Chopart et at. Prospectives in Percutaneous 
Penetration, 8th Internationak Conference Antibes Juan-Les Pins, France April 2-6, 
15 2002). En outre, une peau reconstruite est une structure fragile qui ne peut etre 
maintenue en survie que durant un temps limite (environ 1 mois). Tout gain de temps 
permettant a une peau reconstruite d'acquerir une fonction barriere est done un 
parametre important en rapport a sa duree de vie. 

Afin d'ameliorer le profil lipidique des epidermes reconstruits, il est egalement connu 
20 d'ajouter de Pacide ascorbique ou vitamine C (J. Invest. Dermatol. 109 .348-355, 1997) 
ou des derives d'acide ascorbique (FR 2 807 320) dans le milieu de culture. 
Toutefois, en raison de sa structure chimique (alpha-cetolactone), Pacide ascorbique est 
tres sensible a certains parametres de I'environnement comme la lumiere, la chaleur et 
les milieux aqueux, en particulier les milieux alcalins et/ou aerobies. En raison de ces 
25 problemes de stabilite, il est necessaire d'utiliser de fortes concentrations decide 
ascorbique pour observer I'effet sur la peau d'une composition le contenant. En outre, en 
apportant dans le milieu de culture de I'acide ascorbique ou Pun de ses derives on ne 
peut pas controler la nature exacte du ceramide qui va etre synthetise in situ. 

30 II subsiste done le besoin de disposer d'autres precedes permettant d'obtenir plus 
rapidement des modeles de peaux reconstruites dont le profil ceramidiques est ameliore, 
avec une fonction barriere se rapprochant de Pepiderme humain normal. 

La demanderesse a maintenant decouvert un nouveau precede de preparation d'un 
35 epiderme reconstruit ou d'un equivalent de peau supplements en au moins un derive du 
ceramide 7 et/ou 5.5, consistant a introduire dans le milieu de culture au mbins un derive 
du ceramide 7 et/ou 5.5 et/ou a appliquer topiquement sur ledit epiderme reconstruit ou 
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ledit equivalent de peau une composition a base de vesicules lamellaires lipidiques 
incorporant au moins un derive de la famille du ceramide 7 et/ou 5.5. 

Grace au nouveau procede de preparation on peut maintenant obtenir un equivalent de 
peau, ou une peau reconstruite, supplements en au moins un derive de ceramide 5.5 
et/ou 7 de formule (I), de preference un derive de ceramide 7 de formule (I), en controlant 
exactement la nature du ceramide qui voit sa proportion augmentee dans ledit equivalent 
de peau ou ladite peau reconstruite. 

Un premier objet de la presente invention se rapporte a un procede de preparation d'un 
epiderme reconstruit ou d'un equivalent de peau supplements en au moins un derive du 
ceramide 7 et/ou 5.5 de formule (I), consistant a introduire au moins un derive du 
ceramide 7 et/ou 5.5 dans le milieu de culture contenant ledit epiderme reconstruit ou 
ledit equivalent de peau et/ou a appliquer topiquement sur la surface dudit epiderme 
reconstruit ou dudit equivalent de peau en culture une composition a base de vesicules 
lamellaires lipidiques incorporant au moins un derive de la famille du ceramide 7 et/ou 5.5 
de formule (I) suivante: 



H 3 C-(CH 2 ) n — CH jpNH 

X O 

dans laquelle : 

- X represente un atome d'hydrogene ou un groupement hydroxyle (OH); 
avantageusement un groupement hydroxyle ; 

- n est compris entre 19 et 29 carbones, de preference entre 21 et 27 carbones, 
avantageusement egal a 21, 22 ou 23 carbones ; 

- m est compris entre 9 et 19 carbones, de preference entre 9 et 15 carbones, 
avantageusement egal a 1 1, 12 ou 13 carbones. 

Les derives de ceramide 5.5 de formule (I) sont ceux pour lesquels X represente un 
groupement hydrogene. 

Les derives de ceramide 7 de formule (I) sont ceux pour lesquels X represente un 
groupement hydroxyle. 



CH 2 OH 

C- 
H 

OH 



r 



-CH=CH 



CH (CH 2 ) 

OH 



Z'm 



-CH 3 



(I) 
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,«,„ ft***, de peau una compost a base de vesicas —res V*. i-orporaa. au 
mows un derive de la tamille du ceramrde 7 el/ou 5.5. 

Gr ,oe au nooveau precede de preparation on peut main.enan, ob«en,r un fcnlde pea* » 
u „e peau ,econs,ru,,e. supp^menle en au morns un derive de eeramide 5.5 et/ou 7 de to™* fflL 
ne orererenoe un derive de oeramide 7 de loruru,e (I), en conlroian, exaclemen. ia nature du 
ZIZZ von sa proportion aus.en.ee dans e q u,va,en, de peau ou ,ad,e peau 
reconstruite. 

Un premter oPie, de ,a presenre invention se rapporte a un precede de preparation d'un epidernre 

Z „ui, ou dun *u W a,en, de peau supp,em.n,e en au mo,ns un derive du — 7 

55 de tomruie (I), consistent a introduire au mains un derive du ceramrde 7 et/ou 5 5 dans le 

ToP olen, su, ,a surtaca dudi, .piderma recons.ru* ou dud,, eduivatan, de peau en » ^ » 
Iposition a base de vesical ,ame,,a,res ,,p*ues incorporan, au moins un danva de ,a ,anr„,e 
du ceramrde 7 et/ou 5.5 de formula (I) suivante: 



CH 2 OH 



H 3 C-(CH 2 ) -CH-^NH -C-CH -CH=CH -CH-(CH 2 ) 



-CH 3 



X O OH OH (') 

20 ^"x rTptsanta un atoma d'nydrogene ou un g roupamen, hydroxyie ,OH); avanlageusemen, un 

. rrrXt 1 ,. - - carbon,, da prince entre 21 e, 27 carbonas, 
a vantageusemen,ega,a21,22ou23carbones; 
25 - m as, compris antre 9 . e, 19 carbones, de presence entra 9 e, 15 carbones, 
avantageusement egal a 1 1 , 12 ou 1 3 carbones. 

Les derives de eeramide 5.5 de formule (I) sont ceux pour lesquels X represente un groupement 

30 de eeramide 7 de formu.e (i) sont ceux pour lesque.s X represente un groupement 

hydroxyie. 

Suivant un mode de realisation prefere .es composes de formule (I) sont ceux pour .esquels n est 
compris entre 21. et 27 et m est compris entre 9 et 15. 

35 Suivant un autre mode de relation prefere les composes de formu.e (!) sont ceux pour lesquels 
n est egal a 21 , 22 ou 23 et m est egal a 1 1, 12 ou 13. 
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Le ceramide 7, tel que decrit par Robson er a/., dans J. Lipid Res. 1994 35 .2060-2068, 
correspondant au compose de formule (I) pour lequel n egal a 21 et m egal a 11, est 
particulierement prefere suivant I'invention. 

Suivant les procedes de i'invention, la concentration d'au moins un derive de formule (I) 
introduit dans le milieu de culture est comprise entre 10 g/l et 10" 6 g/l. de preference entre 
1g/l et 10- 5 g/l, avantageusement de 10" 1 g/l a 10" 5 g/l de milieu de culture. 

L'introduction dans le milieu de culture d'au moins un derive de ceramide 5.5 et/ou 7de 
formule (I) peut se faire par differents procedes qui seront choisis de mariere telle que le 
derive de ceramide 5.5 et/ou 7 de formule (I) soit au final solubilise dans le milieu de 
culture. En effet. du fait de la structure lipophile des derives de ceramide 5.5 et/ou 7 de 
formule (I), on comprend que cette dissolution dans le milieu de culture ne soit pas a 
priori evidente. Suivant une premiere variante, le dit derive est dissout au prealable: dans 
un solvant. Dans une autre variante, le dit derive est associe au prealable avecune autre 
molecule capable de le vehiculer. Une autre variante consiste a realiseeau prealable une 
composition a base de vesicules lamellaires lipidiques incorporant au moins ledit derive 
de la famille du ceramide 7 et/ou 5.5. Ces compositions, associations et/ou solvatations 
ainsi obtenues au prealable sont alors introduites dans le milieu de culture. 

Le solvant choisi doit etre capable de solubiliser le ceramide 7 et/ou 5.5 de formule (j). La 
solution obtenue est alors introduite dans le milieu de culture. La quantite de solvant 
introduite dans le milieu de culture est telle qu'elle ne gene pas le developpement normal 
de I'epiderme et son homeostasie. Avantageusement, le ceramide 7 et/ou 5.5 de formule 
(I) peut etre dissout dans de I'ethanol ou le DMSO a la concentration voulue, le rapport 
finale en solvant introduit dans le milieu de culture ne devant pas depasser 1/1000. 

Le procede suivant I'invention peut egalement consister a introduire dans le milieu de 
culture une association preparee au prealable contenant au moins un dit derive et au 
moins une molecule capable de vehiculer et de rendre biodisponible le dit derive au sein 
de I'epiderme reconstruit ou dudit equivalent de peau a partir du milieu de culture. 

Les molecules capables de vehiculer et de rendre biodisponible le dit derive sont 
avantageusement choisies parmi le BSA (Bovine Serum Albumine) ou albumine de 
serum de bceuf et/ou un compose de la famille des cyclodextrines ou un derive de la 
famille des cyclodextrines permettant un transport et une solubilization dans le milieu de 
culture de fagon similaire. 
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Lorsque le ceramide 7 et/ou 5.5 de formu.e (!) est associe a du BSA, le ratio molaire par 
rapport au BSA est compris par exemp.e entre 1/1000 a 1/3, preferentieilement 1/100 a 
1/5 La concentration de BSA pouvant etre introduite dans le milieu de cu.turedoit etre 
inferieure ou egale a 100 umol/l, de preference comprise entre 0.5 umol/l et 100 umol/l, 
preferentieilement entre 1 0 umol/l et 50 umol/l. 

Lorsque le ceramide 7 et/ou 5.5 de formule (I) est associe a au moins un compose de la 
famine des cyclodextrines, avantageusement le HPBCD ou 12-hydroxypropyl-p- 
cyclodextrin, ou un derive de la famille des cyclodextrines permettant un transport et une 
solubilisation dans le milieu de culture de facon simi.aire, la concentration approximate 
de ceramide 7 et/ou 5.5 de formule (I) pourra par exemple etre comprise entre 0.01 
nmol/ul et 100 nmoI/|il. preferentieilement entre 0.1 nmo./u. et 10 nmol/ul et plus 
particu.ierement entre 1 nmol/ul et 5 nmol/ul d'une solution a 50%. en cyclodextrines 
(dm* dans de I'eau). Cette concentration sera bien sur adaptee en fonction du denve 
choisi et de la composition annexe du milieu de culture lui-meme. Cette preparation est 
ensuite introduite dans le milieu de culture, le volume ainsi introduit etant adapte a la 
concentration finale voulue en ceramide 7 et/ou 5.5 de formule (I). 

Les associations precedemment decrites formes par le ceramide 7 et/ou 5.5 de formule 
(I) et un vehicule, peut comprendre en outre : 
- un agent antioxydant, avantageusement le D.L a Tocopherol acetate a une 
concentration inferieure ou egale a 50 umol/l, de preference comprise entre 0.5umol/l et 
50 umol/l de milieu de culture, avantageusement 21 umol/l de milieu de culture, et/ou 
5 - un agent transporter cellulate, avantageusement la L-Carnitine a une concentrate 
inferieure ou egale a 100 umol/l, de preference comprise entre 0.5 et 100 umo./l, 
avantageusement 10 umol/l de milieu de culture. 

Lorsque le precede suivant Invention consiste a introduire dans le milieu de culture une 
30 composition a base de vesicules lamellaires lipidiques incorporant au moins un denve de 
la famille du ceramide 7 et/ou 5.5, ladite composition comprend de preference une 
dispersion, dans une phase aqueuse externe, de vesicules formees par des phases 
lamellaires lipidiques separees les unes des autres par des couches hydrophi.es, lesdites 
phases lamellaires comprenant au moins un lipide amphiphile, et au moins .edit denve de 
35 formule (I) inclus dans lesdites phases lamellaires lipidiques. 
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Modifiee le 03/07/03 



Les concentrations precitees pourront etre adaptees (augmentees comme diminuees) de 
maniere a rester dans une gamme de concentration telle qu'elles ne genent pas le 
developpement normal de I'epiderme et son homeostasie. 

Le milieu de culture selon Invention est un milieu b.ien connude I'homme du metier. II 
s'agit en particulier d'un milieu tel decrit dans I'un des documents suivants incorpores ici 
par reference EP-A-285471, EP-A-285474, EP-A-789074, EP-A-502172, EP-A-418035 
WO-A-9116010, EP-A-197090, EP-A-20753, FR-A-2665175, FR-A-2689904 et FR-A- 
2792650 FR 2 811 556. 

Suivant un autre mode de realisation du precede suivant ('invention, la peau reconstruite 
supplements en au moins un ceramide 7 et/ou 5.5 de formule (I) est obtenue par 
application topique sur la surface des epidermes en culture d'une composition a base de 
vesicules lamellaires lipidiques incorporant au moins un derive de la famille du ceramide 
7 et/ou 5.5. / 

Avantageusement, la dite composition comprend une dispersion, dans une phase 
aqueuse externe, de vesicules formees par des phases lamellaires lipidiques separees 
les unes des autres par des couches hydropses, lesdites phases lamellaires 
comprenant au moins un lipide amphiphile, et au moins ledit derive de formule (I) inclus 
dans lesdites phases lamellaires lipidiques. 

.•!',-. 
<""' 

Par vesicule ou dispersion vesiculaire on entend une dispersion de lipides amphiphiles 
formant au contact de I'eau ou d'un milieu hydrophile, des particules dont le cceur est 
hydrophile (eau ou melange hydrophile) et dont la paroi est constitute de bicouches de 
type cristal liquide lamellaire. Ces vesicules sont communement appelees Liposomes, lis 
sont principalement constitues de phospholipides, naturels ou synthetiques, hydrogenes 
ou non. Les Niosomes, quant a eux, sont constitues de tensioactifs non ioniques, 
eventuellement associes a du cholesterol et/ou un tensioactif ionique. 

Les vesicules selon ('invention sont formees par, ou comprennent, de un a vingt cinq 
feuillets de phases lamellaires sensiblement concentriques de type bimoleculaires. 

Les vesicules suivant ('invention peuvent etre soit des niosomes du type de ceux decrits 
dans les demandes EP 0 958 856, EP 0 582 503, EP 0 455 528, EP 0 043 327, soit des 
liposomes de type classique. Les derives de formule (I) suivant ('invention deviennent, 
dans ce type de structure, I'un des constituants des phases lamellaires. 
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Les concentrations precitees pourront etre adaptees (augmentees comme diminuees) de 
maniere a rester dans une gamme de concentration telle qu'elles ne g§nent pas le 
developpement normal de I'epiderme et son homeostasis 

Le milieu de culture selon Invention est un milieu bien connu de I'homme du metier. II 
s'agit en particulier d'un milieu tel decrit dans run des documents suivants EP-A-285471, 
EP-A-285474, EP-A-789074, EP-A-502172, EP-A-418035, WO-A-91 16010, EP-A- 
197090, EP-A-20753, FR-A-26651 75, FR-A-2689904 et FR-A-2792650 FR 2 811 556. 

Suivant un autre mode de realisation du procede suivant invention, la peau reconstruite 
supplements en au moins un ceramide 7 et/ou 5.5 de formule (I) est obtenue par 
application topique sur la surface des epidermes en culture d'une composition a base de 
vesicules lamellaires lipidiques incorporant au moins un derive de la famille du ceramide 
7 et/ou 5.5. 

Avantageusement, la dite composition comprend une dispersion, dans une phase 
aqueuse externe.de vesicules formees par des phases lamellaires lipidiques separees 
les unes des autres par des couches hydrophiles, lesdites phases lamellaires 
comprenant au moins un lipide amphiphile, et au moins ledit derive de formule (I) inclus 
dans lesdites phases lamellaires lipidiques. 
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Par vesicule ou dispersion vesiculate on entend une dispersion de lipides amphiphiles 
formant au contact de I'eau ou d'un milieu hydrophile, des particules dont le cceur est 
hydrophile (eau ou melange hydrophile) et dont la paroi est constituee de bicouches de 
type cristal liquide lamellaire. Ces vesicules sont communement appelees Liposomes, lis 
25 sont principalement constitues de phospholipides, naturels ou synthetiques, hydrogenes 
ou non. Les Niosomes, quant a eux, sont constitues de tensioactifs non ioniques, 
eventuellement associes a du cholesterol et/ou un tensioactif ionique. 

Les vesicules selon invention sont formees par, ou comprennent, de un a vingt cinq 
30 feuillets de phases lamellaires sensiblement concentriques de type bimoleculaires. 

Les vesicules suivant I'invention peuvent etre soit des niosomes du type de ceux decrits 
dans les demandes EP 0 958 856, EP 0 582 503, EP 0 455 528, EP 0 043 327, soit des 
liposomes de type classique. Les derives de formule (I) suivant I'invention deviennent, 
35 dans ce type de structure, I'un des constituants des phases lamellaires. 
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Le taux de derive de formule (I) va de 0.001% a 30%, preferentiellement 0.001% a 10%, 
avantageusement de 0.001% a 5% par rapport au poids total de la composition lipidique 
constituant les vesicules. 

Le rapport en poids entre la quantite de phase lipidique et la quantite de phase aqueuse 
de la dispersion est compris entre 1/1000 et 300/1000. 

Les dispersions vesiculates selon I'invention peuvent etre preparees suivants de 
nombreux procedes bien connus de rhomme du metier. 

Par exemple, selon un premier procede, on dissout tous les lipides amphiphiles, y 
compris les derives de formule (I) suivant I'invention, dans un solvant volatil un solvant, 
on forme un film mince lipidique sur les parois d'un flacon par evaporation du solvant, 
puis on reprend le film lipidique dans une solution aqueuse d'octylglucoside pour former 
des micelles mixtes octylglucoside/lipides vesiculates. Cette solution est ensuite dialysee 
contre de I'eau distillee. Les liposomes se forment au fur et a mesure que I'octylglucoside 
est dialyse. Ce procede est particulierement adapte lorsque Ton ne dispose que d'une 
tres faible quantite de derives de formule (I). 

Cette methode n'est cependant pas limitative et les autres methodes utilisees pour 
former des dispersions vesiculates (liposomes) sont envisageables (Bangham/ par 
injection d'ethanol, par fusion, par « reverse phase »...). On peut encore citer la methode 
decrite dans le brevet EP 0 582 503 B1 • 

V? 

L'incorporation d'au moins un dit derive de formule (I) dans les phases lamellaires 
lipidiques permet obtenir I'effet recherche sur ('amelioration de la fonction barriere de 
I'epiderme reconstruit tout en prenant en compte les caracteristiques intrinseques des 
derives de formule (I): grosses molecules, difficiles a formuler et a stabliser. 
Une dispersion vesiculaire selon I'invention . permet en outre d'ameliorer la bio- 
disponibilite des derives de formule (I) au sein des couches de I'epiderme. Ladite 
biodisponibilite est amelioree car la formule de la dispersion vesiculaire suivant I'invention 
represente une formule proche des structures lipidiques multicouches de I'epiderme qui 
represented la cible desdits derives de formule (I). 

En outre, les derives de formule (I) presented un caractere amphiphile marque ce qui 
presente I'avantage de faciliter leur incorporation au sein de I'epiderme. 

Par biodisponibilite, on entend au sens de I'invention, la penetration d'un actif dans la 
peau pour que celui-ci soit biologiquement disponible pour les elements vivants de la 
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peau, et en particulier I'epiderme. Ainsi, I'augmentation de la biodisponibilite d'un actif a 
pour.effet d'augmenter ie taux d'actif qui va arriver jusqu'a I'epiderme vivant. 

En outre, les compositions selon invention permettent de rendre disponible le ceramide 
5.5 et/ 7 directement au sein de la couche cornee la ou sans formulation adequate, le dit 
ceramide ne penetre pas la couche cornee. Ainsi, les compositions selon ('invention 
permettent de combler directement dans la couche cornee un deficit en ceramide 5.5 
et/ou 7. 

La composition peut etre appliquee topiquement sur la surface des epidermesen culture 
en une quantite comprise entre 0.5 pi et 10 [A, preferentiellement 1 pi a 5 pi et plus 
particulierement de 2 (j| par cm 2 de surface d'epiderme reconstruit. La composition est 
ensuite generalement rendue homogene a la surface des epidermes par etalement a 
I'aide d'une spatule. 

Les derives de formule (I) suivant I'invention peuvent etre isoles par CCM a partir de 
prelevements lipidiques realises par des methodes non invasives sur des volontaires 
sains suivant une methode bien connue de I'homme du metier. Ces prelevements 
lipidiques sont ensuite soumis a un traitement preparatif et analytique permettant de 
d'isoler les derives de formule (I) des autres lipides et de les purifier. Ces methodes sont 
par exemple decrites dans le document JP2000/143,598 ou M. Chopart et al. 
Prospectives in Percutaneous Penetration, 8th International^ Conference Antibes Juan- 
Les Pins, France April 2-6, 2002 et le document JP2000/143.598 de Kanebo). 

Les derives de formule (I) peuvent etre egalement prepares selon des precedes de 
synthese organique classique, par exemple par une reaction de condensation entre un 
acide gras de formule (II) et une base de formule (III), de preference la base 6-hydroxy4- 
sphingenine. 

H 3 C-(CH 2 ) n — CH— fl-OH 

X o 

(II) 

X, n et m conservent les definitions donnees precedemment. 



CH,OH 
H 2 N-C-CH — CH=CH 



H T 
OH 



-CH— (CH 2 )- 
OH 



-CH, 



(III) 



La base 6 hydroxy-4-sphingenine peut etre preparee selon des procedes de synthese 
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decrits et bien connus de I'homme du metier, par exemple tels que decrits ou inspires de 
"Mendeleev, Commun. 108-110, 1992" ou "Tetrahedron Letters, 34, n°7, 1191-1 194 
1993". 

Les acides gras sont largement disponibles commercialement. 

Une autre methode de synthese organique classique, decrite dans le document 
JP2000/143.598, consiste en une reaction d'oxydation en position 6 de la base a partir 
d'un precurseur non oxyde. 

Le derive de formule (I) pourra etre introduit a tout moment de la vie de I'equivalent de 
peau (au maximum 2 mois) qu'il soit a I'etat d'immersion ou d'emersion suivant fun au 
moins des procedes suivant I'invention par application topique et/ou par introduction dans 
le milieu de culture. Preferentiellement, le ceramide 7 et/ou 5.5 de formule (I) pourra etre 
apporte a I'equivalent de peau entre le 1° jour de culture et le trentieme jour de culture et 
plus particulierement entre le quatrieme jour et le vingt-et-uniene jour. 

La supplementation directe dans le milieu de culture pourra avoir lieu a chaque 
changement du milieu de culture qui intervient generalement tous les deux jours. Cette 
supplementation pourra etre augmentee ou diminuee du fait des changements du milieu 
de culture intervenant en fonction de I'effet voulu et des imperatifs des etudes ou de 
certains procedes de fabrication. ?J\ 
La supplementation par voie topique pourra avoir lieu preferentiellement tous les deux 
jours. La encore cette frequence sera adaptee, allant d'une supplementation toutes les ' 
heures a toutes les semaines, en fonction des effets youlus et des imperatifs des etudes 
ou de certains procedes de fabrication. 

Suivant un mode de realisation prefere de ('invention, le precede est mis en ceuvre sur le 
modele d'epiderme reconstruit EPISKIN™. 

Les composes de formule (I) tels que definis precedemment presentent done le grand 
avantage de mettre a la disposition des chercheurs, un equivalent de peau nouveau, 
supplements en au moins un derive de formule (I). Suivant le procede de I'invention, la 
quantite de ceramide 7 et/ou 5.5 pouvant etre introduite au sein du stratum corneum de 
la peau reconstruite represente de 0.1 ug a 50. ug par mg de stratum corneum, 
avantageusement de 0.5ug a 15 ug par mg de stratum corneum. 
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De preference, ('equivalent de peau ou peau reconstruite supplemented en au moins un 
derive de la famille du ceramide 5.5 ou 7 de formule (I) obtenu suivant I'un des procedes 
de ('invention contient une quantite de ceramide 5.5 ou 7 de formule (I) superieure a 1% 
5 des ceramides totaux. 

La presente invention est egalement basee sur I'observation de la demanderesse suivant 
laquelle les peaux reconstruites presentent un net deficit en ceramides les plus polaires 
qui se traduit par un deficit en bases sphingoTdes 6-hydroxy4-sphingenine composant 
10 ces ceramides au profit de la base 4-sphingenine (appelee aussi sphingosine) 
essentiellernent. Les resultats obtenus sont presentes sur la Figure 1. La Figure 1 
presente une comparaison des profits relatifs des bases sphingoides issues des 
ceramides et derives de Stratum Humain Normal et EPISKIN™ 

15 La demanderesse a decouvert que les derives de la famille du ceramide 5.5 de formule 
(I) avec X= H tel que defini precedemment permettent de renforcer la fonction barriere de 
la peau reconstruite, aussi appelee equivalent de peau. 

En effet, on a constate que la supplementation desdites peaux reconstruites en au moins 
20 un derive de formule (I) avec X= H tel que defini precedemment permet d'ameliorer 
I'aspect et les proprietes barriere de ces dites peaux, et de les rendre plus proches 
structurellement des peaux normales. 

On peut ainsi obtenir un nouveau equivalent de peau, ou nouvelle peau reconstruite, 
25 contenant au moins un derive de ceramide 5.5 de formule (I) avec X= H tel que defini 
precedemment. 

Un second objet de la presente invention se rapporte done a un equivalent de peau ou 
peau reconstruite contenant au moins un derive de formule (I) avec X= H tel que defini 
30 precedemment, n et m conservant par ailleurs les memes definitions que celles donnees 
precedemment. De preference, Equivalent de peau ou peau reconstruite contient une 
quantite de ceramide 5.5 de formule (I) superieure a 1% des ceramides totaux. 

Le dit equivalent de peau ou la dite peau reconstruite contenant au moins un derive de 
35 formule (I) avec X = H peut etre obtenu par la mise en oeuvre de I'un des procedes tels 
que decrits precedemment. 
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Modifiee le 03/07/03 



Les lipides amphiphiles constitutifs des dispersions vesiculates suivant Tinvention sont 
bien connus de I'homme du metier. Par exemple, ces lipides amphiphiles peuvent etre a 
base de phospholipides naturels ou de synthese, hydrogenes ou non et/ou de 
tensioactifs non ioniques pouvant etre associes ou non a du cholesterol. 
Les lipides amphiphiles ioniques, cationiques ou anioniques, ou non ioniques preferes 
suivant I'invention sont choisis parmi ceux decrits dans les documents EP 0 582 503 A1, 
FR 2 485 921 , et FR 2 315 991 qui sont incorpores ici par reference. 

Les lipides amphiphiles anioniques (B) preferes sont choisis dans le groupe forme par: 

- les sels alcalins du dicetyl- et du dimyristylphosphate ; 
les sels alcalins du cholesterol sulfate ; 

les sels alcalins du cholesterol phosphate ; 

- les lipoaminoacides et leurs sels tels que les acylglutamates mono- et di-sodiques 
comme le sel disodique de I'acide N-stearoyl L-glutamique commercialise sous la 
denomination Acylglutamate HS21 par la societe AJINOMOTO ; 

- les sels de sodium de I'acide phosphatidique ; 
les phospholipides ; 

- les derives alkylsulfoniques notamment de formule (X) : 

•t 

R-CH-CO-0-(CH 2 -0-CH 2 ) 2 -CH 3 (X) 

S0 3 M '• & 

dans laquelle R represente des radicaux alkyle en Ce-Caa en particulier les 
radicaux C 16 H 33 et C ie H 37 pris en melange ou separement et M est un metal 
alcalin ou alcalino-terreux tel que le sodium ; et leurs melanges. 

Les lipides amphiphiles cationiques selon I'invention sont de preference choisis dans le 
groupe forme par les sels d'ammonium quaternaire, les amines grasses et leurs sels. 

Les sels d'ammonium quaternaires sont par exemple : 

- ceux qui presented la formule generate (XI) suivante; 



H 2 R 4 



+ 

x- 

(XI) 



dans laquelle les radicaux R, a FU, qui peuvent etre identiques ou differents, 
represented un radical aliphatique, lineaire ou ramifie, comportant de 1a 30 
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bas e de phosphors natura.s ou da syn ^ 
.ens^snon^uespouvan.^J-no ^ ^ ^ ^ 

suivant ruwantion son, choisis par.™ caux dacrts 
FB 2 485 921, at FB 2 315 991. 

■ ^miDralarassontoho^sdanalagroupalormapar: 

. ,esselsalcar.nsducholest6ro> sulfate; 

. les sels alcalins du cholesterol phosphate ^ ^ Qt d , sodiques 

- -Upoaniinoac^ 

comme .e se. disod,que de . acKle N V ^ 

denomination Acylglutamate HS21 par la 
. ,esseisde sodium de I'acide phosphatide ; 

i R. C H-CO-0-(CH 2 -0-CH 2 ) 2 -CH 3 (X) 
S0 3 M 

rr-X^.- ■— •■ 



25 



groupe forme par les sels d'ammon.um quaterna.re, 

Les sets d'ammonium quaternaires sent par exemple : 

ceux qui P r6sentent ,a formula generals (X.) su.vante, 




(XI) 



30 _ R ft R4 qui peuvent etre identiques ou differents, 
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atomes de carbone, ou un radical aromatique tel que aryle ou alkylarylei Les 
radicaux aliphatiques peuvent comporter des heteroatomes tels que notamment 
I'oxygene, I'azote, le soufre, les halogenes. Les radicaux aliphatiques sent par 
exernple choisis parmi les radicaux alkyle. alcoxy, polyoxyalkylene(C 2 -C 6 ), 
alkylamide. alkyl(C 12 -C 22 )amido alkyle(C 2 -C 6 ), alkyl(C 12 -C 22 )acetate, hydroxyalkyle, 
comportant environ de 1 a 30 atomes de carbone; X est un anion choisi dans le 
groupe des halogenures, phosphates, acetates, lactates, alkyl(C 2 -C 6 )sulfates, 
alkyl-ou-alkylarylsulfonates, 

les sels d'ammonium quaternaire de I'imidazolinium, comme par exernple celui de 
formule (XII) suivante: 



N 



CH 2 -CH 2 -N(R 8 )-CO-R £ 



N< 



R 7 



(XII) 



dans laquelle R 5 represente un radical alcenyle ou alkyle comportant de 8 a 30 
atomes de carbone par exernple derives des acides gras du suif, R 6 represente un 
atome d'hydrogene, un radical alkyle en d-O, ou un radical alcenyle ou alkyle 
comportant de 8 a 30 atomes de carbone, R 7 represente un radical alkyle en C,- 
C 4 , R 8 represente un atome d'hydrogene, un radical alkyle en C,-C 4 ; X est un 
anion choisi dans le groupe des halogenures, phosphates, acetates, lactates, 
alkylsulfates, alkyl-ou-alkylarylsulfonates. De preference, R 5 et Ffe designent un 
melange de radicaux alcenyle ou alkyle comportant de 12 a 21 atomes de 
carbone par exernple derives des acides gras du suif, R 7 designe methyle, R 8 
designe hydrogene. Un tel produit est par exernple commercialise sous la 
denomination «REWOQUAT W 75» par la societe REWO, 



les sels de diammonium quaternaire de formule (XIII) suivante; 
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I 

N 

i 



R 



'12 



R 9 — N-(CH 2 ) 3 -N-R 14 

R 13 



++ 



2X 



(XIII) 



dans laquelle R 9 designe un radical aliphatique comportant environ de 16 a 30 
atomes de carbone, R 10 , R 11( R 12> r 13 e t R 14 , identiques ou differents sont choisis 
parmi I'hydrogene ou un radical alkyle comportant de 1 a 4 atomes de carbone, et 
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X est un anion choisi dans le groupe des halogenures, acetates, phosphates, 
nitrates et methylsulfates. De tels sels de diammonium quaternaire comprennent 
notamment le dichlorure de propanesuif diammonium. 

- les sels d'ammonium quaternaire contenant au moins une fonction ester. 

Les sels d'ammonium quaternaire contenant au moins une fonction ester utilisables selon 
finvention sont par exempie ceux qui repondent a la formule (XIV) suivante : 

(C r H 2r O) z — R 18 

O 

R 17 — C-(OC n H 2n ) y — N-(C p H 2p O) x R 16 , X~ 

R 15 (XIV) 

dans laquelle : 

R15 est choisi parmi les radicaux alkyles en C^-Cq et les radicaux hydroxyalkyles 
ou dihydroxyalkyles en C^-Cg ; 
R>IQ est choisi parmi : 

• le radical R^g-CO- ; 

• les radicaux R20 hydrocarbones en C1-C22 lineaires ou ramifies, 
satures ou insatures ; 

• I'atome d'hydrogene ; 
R-I8 est choisi parmi : 

le radical R^g-CO- ; 

• les radicaux R22 hydrocarbones en C^-Cg lineaires ou ramifies, satures 
ou insatures ; 

• I'atome d'hydrogene ; 

- R-17, R19 et R21, identiques ou differents, sont choisis parmi les radicaux 
hydrocarbones en C7-C21, lineaires ou ramifies, satures ou insatures ; 

- n, p et r, identiques ou differents, sont des entiers valant de 2 a 6 ; 

- y est un entier valant de 1 a 10 ; 

- x et z, identiques ou differents, sont des entiers valant de 0 a 10 ; 

- X" est un anion simple ou complexe, organique ou inorganique ; 

sous reserve que la somme x + y + z vaut de 1 a 15 , que lorsque x vaut 0 alors R-|6 
designe R20 et que lorsque z vaut 0 alors R^gdesigne R22- 
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Les radicaux alkyles R 15 peuvent etre lineaires ou ramifies et plus particulierement 
lineaires. 

De preference R 15 designe un radical methyle, ethyle, hydroxyethyle ou 
d.hydroxypropyle et plus particulierement un radical methyle ou ethyle. 
Avantageusement, la somme x + y + z vaut de 1 a 10. 

Lorsque R 16 est un radical R 20 hydrocarbone, il peut etre long et avoir de 12 a 22 
atomes de carbone ou court et avoir de 1 a 3 atomes de carbone. 

Lorsque R 18 est un radical R 22 hydrocarbone, il a de preference 1 a 3 atomes de 
carbone. 

Avantageusement, R 17 , R 19 et R 21 , identiques ou differents, sont choisis parmi les 
rad.caux hydrocarbones en Cl1 -C 21 , lineaires ou ramifies, satures ou insatures et plus 
particulierement parmi les radicaux alkyle et alcenyle en Cl1 -C 21 , lineaires ou ramifies 
satures ou insatures. 

De preference, x et z, identiques ou differents, valent 0 ou 1 . 
Avantageusement, y est egal a 1 . 

De preference, n, p et r, identiques ou differents, valent 2 ou 3 et encore plus 
particulierement sont egaux a 2. 

L'anion est de preference un halogenure (chlorure, bromure ou iodure) ou un alkylsulfate 
plus particulierement methylsulfate. On peut cependant utiliser le methanesuifonkte le 
Phosphate, le nitrate, le tosylate, un anion derive d'acide organique tel que Tacetat^ou le 
lactate ou tout autre anion compatible avec ('ammonium a fonction ester. ( 

L'anion X" est encore plus particulierement le chlorure ou le methylsulfate. 

On utilise plus particulierement les sels d'ammonium de formule (XIV) dans laquelle : 

- R15 designe un radical methyle ou ethyle, 

- x et y sont egaux a 1 ; 

- 2 est egal a 0 ou 1 ; 

- n, p et r sont egaux a 2 ; 

- R16 est choisi parmi : 

• le radical R-jg-CO- ; 

• les radicaux methyle, ethyle ou hydrocarbones en C 14 -C 2 2 .' 

• I'atome d'hydrogene ; 

- Rl8 es t choisi parmi : 
le radical R21-CO- ; 
I'atome d'hydrogene ; 



• 
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** R 17» R 19 R21, identiques ou differents, sont choisis parmi les radicaux 
hydrocarbones en C13-C-17, lineaires ou ramifies, satures ou insatures et de 
preference parmi les radicaux alkyles et alcenyle en C<| 3-C17, lineaires ou 
ramifies, satures ou insatures: 
5 Avantageusement, les radicaux hydrocarbones sont lineaires. 

On peut citer par exemple les composes de formule (XIV) tels que les sels (chlorure ou 
methylsulfate notamment) de diacyloxyethyl dimethyl ammonium, de diacyloxyethyl 
hydroxyethyl methyl ammonium, de monoacyloxyethyl dihydroxyethyl methyl ammonium, 
10 de triacyloxyethyl methyl ammonium, de monoacyloxyethyl hydroxyethyl dimethyl 
ammonium et leurs melanges. Les radicaux acyles ont de preference 14 a 18 atomes de 
carbone et proviennent plus particulierement d'une huile vegetale comme I'huile de palme 
ou de tournesol. Lorsque le compose contient plusieurs radicaux acyles, ces derniers 
peuvent etre identiques ou differents. 

15 

Ces produits sont obtenus par exemple par esterification directe de la triethanolamine, de 
la triisopropanolamine, d'alkyldiethanolamine ou d'alkyldiisopropanolamine 
eventuellement oxyalkylenees sur des acides gras ou sur des melanges d'acides gras 
d'origine vegetale ou animate ou par transesterification de leurs esters methyliques. Cette 
20 esterification est suivie d'une quaternisation a I'aide d'un agent alkylant tel qu'un 
halogenure d'alkyle (methyle ou ethyie de preference), un sulfate de dialkyle (methyle ou 
ethyle de preference), le methanesulfonate de methyle, le paratoluenesulfonate de 
methyle, la chlorhydrine du glycol ou du glycerol. 

25 De tels composes sont par exemple commercialises sous les denominations 
DEHYQUART par la societe HENKEL, STEPANQUAT par la societe STEPAN, 
NOXAMIUM par la societe CECA, REWOQUAT WE 18 par la societe REWO-WITCO. 

Les lipides amphiphiles non-ioniques (A) formant la membrane des vesicules suivant 
30 1'invention sont de preference choisis dans le groupe forme par : 

- les esters et/ou les ethers de polyol et d'acide gras, polyoxyethylenes ou non ; 

- les esters et/ou les ethers d'acide gras d'a-butylglycoside ; 

- les phospholipides synthetiques ou naturels, hydrogenes ou non. 

35 Les esters ou les ethers de polyol et d'acide gras sont de preference choisis parmi les 
melanges d'esters ou les melanges d'ethers d'au moins un polyol choisi dans le groupe 
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forme par le polyethyleneglycol comportant de 1 a 60 unites oxyde d'ethylene, le 
sorbitane, le sorbitane portant 2 a 60 unites d'oxyde d'ethylene, le glycerol portant 2 a 30 
unites d'oxyde d'ethylene, les polyglycerols comportant 2 a 15 unites glycerol, les 
sucroses, les glucoses portant 2 a 30 unites oxyde d'ethylene, et au moins un acide gras 
comportant une chaine alkyle en C5-C 22 , saturee ou non saturee, lineaire ou ramifiee, le 
nombre de chames alkyle par groupe polyol etant compris entre 1 et 10. 

Les esters de polyol et d'acides gras en QpQh particulierement preferes sont ceux 
repondant a la formule (XV) suivante : 



R CO -J— O CH, — CHOH — C ■ 
L H, 



OH 

(XV) 



ou n est une valeur statistique et qui peut contenir des proportions diverses d'esters pour 
lesquels n = 1, n = 2, n = 3, n = 4, etc ; c'est aussi le cas des esters comportant plusieurs 
chames alkyle dans leur partie lipophile, tels que les cocoates, qui contiennent des 
chames alkyles en C s -C 22 ou les isostearates ou les chames alkyle sont en C 17 sont un 
melange complexe de formes isomeres ; c'est egalement le cas des produits -constitues 
par des melanges de mono-, di-, tri- ou polyesters d'un meme polyol. »- . 

Parmi les produits commerciaux utilisables selon Invention et ayant la structure d'un 
melange d'esters de polyol et d'acide gras en C 5 -C 22 tel que defini cidessus, on peut 
citer: 

- les esters partiels de sorbitane (ou anhydride de sorbitol) et d'acide gras, vendus 
sous les denominations commerciales "SPAN 20. 40, 60 et 80" par la Societe "ICI" ; 

- I'isostearate de sorbitane, vendu sous la denomination commerciale "SI 10 R 
NIKKOL" par la Societe "NIKKO" ; 

- le stearate de sorbitane portant 4 unites oxyde d'ethylene, vendu sous la 
denomination 'TWEEN 61" par la Societe "ICI" ; 

- le stearate de polyethyleneglycol a 8 unites oxyde d'ethylene vendu sous le nom 
"MYR J 45" par "ICI" ; 

- le monostearate du polyethylene glycol de formule (XVI) suivante: 

HOCH 2 -(CH 2 OCH 2 ) n CH 2 OH 
(XVI) 
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dans laquelle n est egal a 4, vendu sous la denomination "MYS 4" par la Societe 
"NIKKO" ; 

- le stearate de polyethyleneglycol de poids moleculaire 400, qualite chimique ou 
qualite produite par biotechnologie, vendu par la Societe "UN1CHEMA" ; 

5 - le stearate de diglyceryle portant 4 unites d f oxyde d'ethylene, vendu sous la 
denomination "HOSTACERINE DGS" par la Societe "HOESCHT" ; 

- le stearate de tetraglycerol, vendu sous la denomination "TETRAGLYN 1S" par la 
Societe "NIKKO" ; 

- Fisostearate de diglyceryle, vendu par la Societe "SOLVAY" ; 

10 - le distearate de diglyceryle, vendu sous la denomination "EMALEX DSG 2" par la 
Societe "NIHON" ; 

- les mono-, di- et tri-palmitostearate de sucrose, vendu sous les denominations "F50, 
F70, F1 10 et F160 CRODESTA" par la Societe "CRODA" ; 

- le melange de mono- et di-palmitostearate de sucrose, vendu sous la denomination 
15 "GRILLOTEN PSE 141 G" par la Societe "GRILLO" ; 

- le melange de stearate de sucrose et de cocoate de sucrose, vendu sous la 
denomination "ARLATONE 2121" par la Societe "ICI" ; 

- le distearate de methylglucose portant 20 unites oxyde d'ethylene, vendu sous la 
denomination "GLUCAM E20 DISTEARATE" par la Societe "AMERCHOL". 

20 

Les esters et les ethers decide gras d'a-butylglucoside utilises selon I'invention sont de 
preference, soit des melanges d'esters et/ou des melanges d'ethers de differents acides 
gras d'a-butylglucoside dont les differentes chames grasses comportent, Tune par rapport 
a I'autre, un nombre d'atomes de carbone voisin (par exemple different de 1 ou 2) soit 
25 des melanges de mono-, di- tri- ou polyesters et/ou des melanges de mono-, di- tri- 
polyethers d'un meme acide gras d'a-butylglucoside. 

Les esters et les . ethers d'acide gras d'a-butylglucoside utilise(s) selon I'invention 
comporte(nt) de preference une chaine grasse ayant de 8 a 24 atomes de carbone, plus 
30 preferentiellement de 12 a 22 atomes de carbone et plus particulierement de 14 a 18 
atomes de carbone. 

On peut citer par exemple, les esters et les ethers d'acide laurique (C 12 ), myristique (C 14 ), 
palmitique (C 16 ), stearique (C 18 ), behenique (C 22 ) d'a-butylglucoside. 



35 
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Modifiee le 03/07/03 



On utilise plus particulierement un melange de mono- et de diester d'acide palmitique 
d'a-butylglucoside obtenu selon le procede de fabrication enzymatique decrit dans les 
vesicules lipidiques conformes a invention. 

Les esters et les ethers d'acide gras d'a-butylglucoside conformes a ('invention peuvent 
etre prepares a partir d'a-butylglucoside obtenu selon le procede de fabrication 
enzymatique decrit dans la demande de brevet FR-A-2680373 qui constate a mettre en 
contact le butanol avec de I'amidon, des maltodextrines ou du maltose en presence d'une 
preparation enzymatique purifiee presentant une activite d'a-transglucosylation. Les 
esters et les ethers d'acide gras d'a-butylglucoside peuvent etre synthases en faisant 
reagir I'acide gras ou le melange d'acide gras correspondants avec I'a-butylglucoside 
selon des procedes classiques. 

Les phospholipides synthetiques ou naturels, hydrogenes ou non prefers suivant 
•'invention sont choisis parmi la lecithine, de preference hydrogenee, associe soit a du 
cholesterol et eventuellement a un tensioactif ionique, et un phytosterol oxyethylene 
comprenant de 2 a 50 motifs oxyde d'ethylene 

A cette liste, il convient egalement d'ajouter les lipides amphiphiles decrits' dans les 
documents FR 2 315 991 et FR 2 485 921 qui sont incorpores id par reference. 

De facon connue, on peut utiliser pour la fabrication des dispersions vesiculates suivant 
I'.nvention des melanges de lipides amphiphiles ioniques. des melanges de lipides 
amphiphiles non ioniques et des melanges de ces deux types de lipides. 

Selon un mode preference! de Invention, le rapport en poids entre la quantite de lipide 
amphiphile non-ionique (A) et de lipide amphiphile ionique (B) est compris entre 50/1 et 
50/25. 

On peut, de facon connue, incorporer dans la phase lipidique constituant la membrane 
l.p.dique des vesicules a coeur aqueux de ('invention, au moins un additif qui a pour 
fonction principal de diminuer la permeabilite des vesicules, de prevenir leur flotation 
et leur fusion et d'augmenter le taux d'encapsulation. 

Selon un mode preferentiel de I'invention, on peut ajouter a la phase lipidique au moins 
un additif choisi, de preference, dans le groupe forme par : 
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On utilise plus par,*— un melange de mono- e. de diestet decide palmitique 
". 9 ls,da o.tanu selon ,e prco^ de fabrfcalfon enzy— deer* dans les 
vesicules lipidiques conformes a invention. 

3 Les esters e, to ethers d'acide gras d'«-bu,ylglucos,de contormes a ***** peuven, 
^ prepares a padir d'a-bulyig-ucoside dbtenu selon ,e precede de fabncahon 
I JZe decrilns ,a demande de breve, FR-A-2680373 qui consist mewee 

lot ,e bulanol avec de ,'amidon. des maltodextrines ou du maltose en prese^edune 
R ation enzymalique punnee prasen,an, una activite d'„,ransg,ucosy,a,,en. Les 
0 els e, les e,ners decide gras d'a-butytgfucoside peuven, e„e synthases en farsan, 
^ M gras ou le melange decide gras correspondents avec ,' a-bu,ylg,ucos,de 
selon des procedes classiques. 

Us phosphoiipldes syntnetioues ou nature,, hydrogSnes ou non P'««" a * 
„ 'invention son, choisis parmi ,a iecitbine, de preference hydrogenee, assece so* a du 
clsterol e, even,ue„emem a un tensioacf* ionique, e, un phytostaro, oxyethyiene 
comprenan, de 2 4 50 motits oxyde d'ethyl&ne 

A cette »s.e, » convien, egalemen, daioutar les iipides amphiphiles deorits dans les 
20 documents FR 2 315 991 et FR 2 485 921. 

De fapon oonnue, on peu, utilise, pour la fabrication des dispersions vesiculates suivan, 
invention des melanges de Iipides amphiphiles ioniques, dea melanges de l,p,dea 
amphiphiles non ioniques et des melanges de oes deux types de hpides. 



25 



Selon un mode preference, de .'invention. ,e rapped en poids entre la W*"* 
amphiphile non-ionique (A) e, de lipide amphlphile ienique (B) es, compns en,re 50/1 e, 



50/25. 



30 On peu,, de ,a 5 on connue. incorporer dans la phase lipidique constant la membrane 
lipidique des vesicules a coeur aqueux de .'invention, au moins un additi, qui a pour 
(onoion phncipale de diminuer ,a permeabi,i,e des vesicules, de prevenir leur ftoculahon 
et leur fusion e, d'augmenter le laux decapsulation. 

35 Selon un mode preferentiel de ,'inven.ion, on peu, ajouler a la phase lipidique au moins 
un additif choisi, de preference, dans le grpupe forme par : 
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- les sterols et notamment les phytosterols et le cholesterol, 

- les alcools et diols a longue chame, 

- les amines a longue chame et leurs derives ammonium quaternaire. 

Ces additifs peuvent eventuellement avoir une activite cosmetique et/ou 
dermopharmaceutique. C'est, par exemple, le cas du cholesterol. 

Leur taux vadeOa 50% par rapport au poids total de la composition lipidique constituant 
les vesicules a coeur aqueux. 

Dans la composition selon I'invention, les vesicules a cceur aqueux ont'de preference un 
diametre moyen allant de 10 a 5 000 nm. 

Avantageusement, la dispersion vesiculate suivant I'invention peut egalement contenir 
au moins un autre ceramide choisi parmi les ceramides STAR, 1, 2, 2.5, 3, 4 5 e t/ou 6 
(tels que decrits dans le document "The Normal Human stratum corneum: 3* new 
ceramide profile" M. Chopart et al. Prospectives in Percutaneous Penetration, 8th 
Internationak Conference Antibes Juan-Les Pins, France April 2-6, 2002), 
avantageusement les ceramides STAR et/ou 4. 

Le taux de ceramide additionnel va de 0.001% a 30%, preferentiellement 0.001 a 10% et 
plus particulierement 0.001% a 5% par rapport au poids total de la composition lipidique 
constituant les vesicules. 

Par ceramide 2.5 on entend un compose dont la constitution peut etre representee par la 
formule (IV) suivante : 



CH 2 OH 

R _^ 0 _ (C H 2)ni — j| NH — C-CH — CH— (CH 2 )n 2 — CH 3 (IV) 
° ° OH OH 

dans laquelle n, est compris entre 22 et 35, de preference entre 25 et 33, de preference 
encore entre 26 et 29 et n 2 est compris entre 11 et 21, de preference entre 13 et 17, de 
preference encore entre 13 et 15, et RCO designe un residu linoleoyle. La valeur de ni 
est de preference egale a 29. 

Les composes de formule (IV) peuvent etre isoles a partir de prelevements lipidiques 
realises par des methodes non invasives sur des volontaires sains. Ces prelevements 



1 er depot 



21 



lipidiques sont ensuite soumis a un traitement preparatif et analytique permettant de 
separer et d'identifier les families ceramidiques. 

Une autre source potentielle des composes de formule (IV) reside dans ('utilisation 
d'enzymes telles que des trans-acylases agissant sur des precurseurs ou des modulateurs 
de ces enzymes. 

Les precurseurs sont notamment des composes de formule (V) suivante: 

CH 2 OH 

HO— (CH 2 ) ni — pp-NH — C-CH—CH— (CH 2 )n 2 — CH 3 

° OH OH (V) 

dans laquelle n, est compris entre 22 et 35, de preference entre 25 et 33, de preference 
encore entre 26 et 29 et n 2 est compris entre 1 1 et 21, de preference entre 13 et 17, de 
preference encore entre 13 et 15. 
La valeur de n, est de preference egale a 29. 

Ces precurseurs correspondent aux composes de formule (IV) non esterifies sur I'OH 
terminal de I'acide gras hydroxyle. 

Par ceramide STAR on entend-un compose dont la constitution peut etre representee par 
la formule (VI) suivante : 



O 



(VI) 



CH 2 0 — ^ (CH 2 )n 5 — CH 3 
H3C-(CH 2 )n 3 -CH- Tr NH -C-CH -CH=CH — CH— ( CH 2 )n 4 — CH 3 

OH O " I I 

OH OH 

dans laquelle n 3 est compris entre 17 et 35, de preference entre 21 et 30, 
preferentiellement entre 23 et 28, de preference encore est egal a 25. 26 ou 27, n 4 est 
compris entre 9 et 18, de preference entre 11 et 15, preferentiellement entre 11 et 13, de 
preference encore egal a 11, et n 5 est compris entre 12 et 18, de preference entre 14 et 
16, de preference egal a 14. 
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Les composes de formule (VI) peuvent etre isoles a partir de prelevements lipidiques 
realises par des methodes non invasives sur des volontaires sains. Ces prelevements 
lipidiques sont ensuite soumis a un traitement preparatif et analytique permettant de 
separer et d'identifier les families ceramidiques. 

Une autre source potentielle des composes formule (VI) reside dans I'utilisation d'enzymes 
telles que des trans-acylases agissant sur des precurseurs ou des modulateurs de ces 
enzymes. 

Les precurseurs sont notamment des composes de formule (VII) suivante : 



CH 2 OH 



H 3 C~(CH 2 )n 3 -^H— jj-NH — C~CH -CH=CH — CH— (CH 2 )n 4 — CH 

(VII) 



oh o Aii ' " : 3 

OH OH 



dans laquelle n 3 est compris entre 17 et 35, de preference entre 21 et 30, 
preferentiellement entre 23 et 28, de preference encore entre 25 et 27, n 4 est compris 
entre 9 et 18, de preference entre 11 et 15, , preferentiellement entre 11 et 13, de 
preference encore egale a 1 1 . •> 
Ces precurseurs correspondent aux composes de formule (VI) non esterifies en' position 1. 

Avantageusement, la dispersion vesiculate suivant I'invention peut egalement contenir 
au moins un actif additionnel. 

Si les actifs sont hydrosolubles, on les introduit dans la phase hydrophile 
encapsulee des vesicules. 

Si les actifs sont liposolubles. on les introduit dans la phase lipidique constituant la 
membrane. 

Si les actifs sont amphiphiles, ils se repartissent entre la phase lipidique et la phase 
hydrophile encapsulee avec un coefficient de partage, qui varie selon la nature de I'actif 
amphiphile et les compositions respectives de la phase lipidique et de la phase 
hydrophile encapsulee. 

Avantageusement, la dispersion vesiculate suivant I'invention peut egalement contenir 
au moins un autre compose permettant d'ameliorer la fonction barriere. Ce derive est 
choisi parmi I'acide ascorbique (vitamine C) ou ses analogues, les lecithines, les 
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glycosphingolipides, les phospholipides, le cholesterol et ses derives, les phytosterols 
(stigmasterol, (3-sitosterol, campesterol), les acides gras essentiels, le 1-2 diacyiglycerol, 
la 4-chromanone, les triterpenes pentacycliques tels que Tacide ursolique, la vaseline et 
la lanoline. 

5 . De preference, le compose permettant d'ameliorer la fonction barriere est Tacide 
ascorbique peut etre sous forme D ou L, avantageusement sous forme L ou ses 
analogues, choisis parmi ses sels, de preference I'ascorbate de sodium, 
Tascorbylphosphate de magnesium ou de sodium, ses esters, de preference ses esters 
acetique, propionique ou palmitique, ou ses sucres, de preference Tacide ascorbique 

10 glycosyle. 

L'invention est illustree plus en detail dans les exemples suivants. Ces exemples ne 
.. sauraient limiter en aucune fa?on la portee de Tinvention. 

EXEMPLE 1 : Preparation du ceramide 7 de formule (I) par CCWI a partir de stratum 
15 corneum humain 

Etape 1: Extraction par turbine 

Echantillon de depart : Epiderme d'un volontaire sain 

Action : passage de solvants organiques (le plus souvent un melange d'hexane/ethanol 
20 2/3) au travers du stratum corneum pour entrainer les lipides grace a une turbine. 
Echantillon final : Lipides epidermiques sous forme solvatee 

Etape 1 bis: Extraction a partir de stripping vernis 

Echantillon de depart : Epiderme d'un volontaire sain 
25 Action : application d'une bande adhesive -vernis+nylon- sur la peau de volontaires, puis 
arrachage de Tensemble entramant par la meme une partie du stratum. Les strips sont 
ensuite mis en presence de solvants (de type Chloroforme Methanol (2/1) sous agitation. 
Echantillon final : Lipides epidermiques sous forme solvatee 

30 Etape 2: Isolement des ceramides 7 

Echantillon depart : Lipides epidermiques sous forme solvatee (lipides totaux) 
Action : Separation des families ceramidiques 

• Apres concentration si necessaire du pool lipidique ainsi obtenu (la concentration 
etant obtenue par evaporation d'une partie des "solvants) , le pool de lipides est 
35 depose sur une plaque de silice Whatman LK5 de 20x20 cm ou 5721 Merk et on 

procede a 2 elutions successives avec un melange chloroforme /methanol /acide 
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acetique dans les rapports 190/5/1 pour la premiere elution et 190/9/1 pour la 
seconde elution. 

• Les classes de ceramides sont reperees en ultraviolet (a 254 nm) apres vaporisation 
sur la plaque d'une solution de primuline a 5 mg/100 ml (revelation de ia laque). Cette 
observation permet de delimiter une dizaine de zones contigues sur la plaque de 
silice numerotees par exemple de 1 a 10 en allant de la zone la plus eluee a la zone 
la moins eluee. La silice de chacune de ces zones est grattee, recuperee et extraite 
(pour en extraire les ceramides) a plusieurs reprises avec un melange.de chloroforme 
/methanol (2/1). Les phases organiques sont rassemblees et lavees a I'eau puis 
evaporees a sec pour obtenir les composes ceramidiques purs. Ces ceramides 
(regroupes done par bandes de migration) sont alors remis en solution dans un 
melange chloroforme/methanol (2/1). Une faible proportion de chaque echantillon est 
prelevee pour identification analytique (voir analyse structurale des composes 
ceramidiques paragraphe suivant) du contenu en ceramides afin de determiner la 
classe du ceramide majoritaire et quelles sont les impuretes (autres ceramides 
generalement). II est ainsi possible d'identifier I'echantillon contenant le ceramide 7, 
generalement melange avec du ceramide 6 (impurete) 

Echantillon final : Ceramide 7 (+ Ceramide 6 sous forme d'impuretes) solute 

Etape 3: Purification de I'echantillon de ceramide 7 si necessaire ' r 

Echantillon depa rt : Ceramide 7 (+ Ceramide 6 sous forme d'impuretes) solvate -'?' 
Action: L'echantillon contenant le ceramide 7 est alors purifie en repetant Tetape 2: 
depot de I'echantillon, revelation, grattage de la silice et extraction des ceramides. 
identification de la bande comprenant principalement le ceramide 7 (analyse structurale 
finale). 

Echantillon final : Ceramide 7 de formule (I) purifie 
Analyse structurale des composes ceramidiques ; 
L'echantillon destine a I'analyse est reparti en deux fractions. 

On realise une derivation de la premiere fraction ceramides au moyen du chlorure de 
benzoyle. Les derives benzoyles ainsi obtenus sont separes en chromatographie liquide 
haute performance et injectes dans un spectrographe de masse en sortie de colonne par 
couplage HPLC-MS. 

La deuxieme fraction subit une hydrolyse alcaline pour liberer les bases sphingoides 
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contenues dans les ceramides. Les bases iiberees sont derivees a Porthophtalaldehyde 
avant d'etre separees en HPLC avec detection en fluorescence. 

L'ensemble des resuttats analytiques ainsi obtenu permet d'attribuer une structure 
moieculaire precise a chaque ceramide present dans I'echantillon. 

EXEMPLE 2 : Preparation du ceramide 5.5 par CCM a partir de stratum corneum 
humain 

La preparation du ceramide 5.5 est identique a celie du ceramide 7 de I'exemple 1 a la 
difference que la bande isolee apres analyse structurale du contenu en ceramides des 
differentes bandes de migration sera la bande contenant principalement du ceramide 5.5, 
et a la difference que ce dernier est generalement associe a une plus grande quantite 
d'impuretes (ceramides 5) et que son obtention sous une forme correctement purifiee 
necessite eventuellement de renouveler une fois ou plus si necessaire I'etape 3 de 
purification. 

EXEMPLE 3 Evaluation de Tefficacite des dispersions vesiculates suivant 
Tinvention sur la fonction barriere des peaux rcconstruites 

On prepare les deux suspensions suivantes: 

^Formule aux Niosomes sans ceramide 7 

Palmitate de sorbitan ( Span 40 commercialise par Uniqema) 0.225% 



Cholesterol 

N Stearoyl L Glutamique acide disodique 
Propylene glycol 



0.225% 



0.050% 



3.000% 



Eau 



qsp 



100.000% 



Formule aux niosomes contenant du ceramide 7 



Palmitate de sorbitane 



0.2250% 



Cholesterol 

N stearoyl I glutamic acid disodium 
Ceramide 7 



0.1250% 



0.0500% 



0.0315% 



Eau distillee 



qsp 



100.0000% 
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Mode operatoire 

Dans les 2 cas, les lipides sont associes prealablement en phase solvant 
methanol/chloroforme (50/50 en poids). Le solvant est ensuite evapore sous pression 
reduite a I'aide d'un evaporateur rotatif. Le film lipidique forme sur la parol du ballon est 
alors solubilise par une solution aqueuse d'octylglucoside (6% ) pour former des micelles 
mixtes Octylglucoside/Lipides vesiculates, Cette solution est ensuite dialysee pendant 
24h contre de I'eau distillee. Les liposomes se forment au fur et a mesure que 
I'octylglucoside est dialyse. . 

Une etude est alors realisee sur trois kits de douze puits contenant 1 cm 2 d'epiderme 

EPISKIN™ chacun. 

Les differents traitements sont : 

- un kit temoin c'est a dire non traite 

- un kit placebo c'est a dire traite par une formule aux niosomes sans ceramide 7 - 

- un kit traite par le ceramide 7 formule au sein d'une formule aux niosomes (formule 
CER 7) 

Les trois kits sont traites en topique : pour chaque type de traitement (a ('exception du kit 
temoin), deux microlitres de formule sont appliques a la surface de chaque epiderme 
reconstruit. Le traitement est renouvele deux fois a 48 H d'intervalle. Les epidermes sont 
ensuite preleves, les surfaces lavees, et les lipides contenus dans chaque epiderme 
extraits. Les sphingolipides (ceramides essentiellement) sont enfin quantifies par analyse 
de leur base sphingoide. 

Dans les conditions de traitements presentees ci dessus, les resultats montrent une 
augmentation sensible des bases 6-hydroxy-sphingenines retrouvees dans I'epiderme 
des modeles de peaux reconstruites EPISKIN™ traite par la formule aux liposomes 
contenant du ceramide 7 par rapport a un epiderme non traite ou traite par le placebo 
comme le montre I'histogramme de la Figure 2. 

La formulation du ceramide 7 au sein d'une dispersion vesiculate le stabilisant et le 
rendant biodisponible permet d'ameliorer le profil ceramidique des epidermes reconstruits 
du modele EPISKIN™. Or, I'augmentation de la proportion de ceramides a base 6- 
hydroxy-sphingenine grace a I'augmentation de la proportion de ceramide 7 dans le profil 
des modeles de peau reconstruite comme EPISKIN™ permettent une augmentation de la 
fonction barriere du modele. 
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Ce procede permet done, en rendant la fonction barriere des modeles de peau 
reconstruite plus proche de la fonction barriere de la peau humaine normale, d'ameliorer 
celle-ci. 

EXEMPLE 4 : Effet du ceramide 7 formule dans un niosome suivant i'invention sur 
la fonction barriere d'epidermes reconstruitsEPISKIN™ 

Principe de la methode d'une etude de penetration: Evaluer I'etat de la fonction barriere 
des epidermes reconstruits du modele EPISKIN™ traites avec le ceramide 7 dans une 
formule niosomes par voie topique, par une etude de penetration de la cafeine radio 
marquee sur cellules de diffusion en mode statique : la cafeine radiomarquee, molecule 
amphiphile, penetre plus ou moins a travers I'epiderme selon la qualite de celui ci; plus 
la molecule passe a travers, plus la fonction barriere est alteree. 

Les traitements des epidermes reconstruits du modele EPISKIN™ sont effectues entre le 
8° et le 14° jour de culture par application a la surface des epidermes de 2 pi soit de la 
formule niosomes contenant le ceramide 7, soit de la formule sans ceramide 7 (appele 
formule placebo ) comme proposees dans I'exemple 3. 

Au 14 • jour de culture et apres stabilisation des modeles dans les cellules de diffusion, 
90pL (322 M L/cm 2 ) de solution de cafeine C 14 en exces (10mM en glycerol, 1 35uCi/mMol) 
sont appliques en surface des epidermes. Apres 16h00 de penetration, I'exces est 
preleve et recupere. La peau est recuperee a son tour, lestissus digeres. La radioactivite 
du milieu, puis de la peau, puis de I'exces sont alors comptabilises au compteur a 
scintillation. 

Les quantites totales de radioactivite ainsi recuperees sont ensuite ramenees a une 
meme valeur experimental de depot afin de normaliser ces derniers et ainsi pouvoir 
mieux comparer I'effet des differents traitements. De plus, Pour avoir un resultat le plus 
represents possible de I'etude, les valeurs suivantes ont ete couplees : Exces de 
surface + lavages (car les lavages constituent tout ce qui se trouve au dessus de 
I'epiderme) d'une part et Milieu recepteur + tissu (car tout ce qui pourrait etre retrouve 
dans le tissu a done penetre a travers) . 

Les resultats de cette etude sont presentes sur I'histogramme de la figure 3. 
L'histogramme de la figure 3 montre une fonction barriere amelioree pour les peaux 
reconstruites du modele EPISKIN™ apres traitement par du ceramide 7 formule dans des 
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niosomes puisque moins de cafeine apenetre dans les tissus et plus est restee 
surface. 

EXEMPLE 5 : Preparation du ceramide STAR 



Prelevement lipidique : 



Les prelevements ont lieu sur une cohorte de 22 femmes (volontaires sains) d'age moyen 
33,8 ans +/- 8,8 et presentant une peau qualifiee de normale par les cliniciens. Les 
prelevements sont realises sur I'avant bras a I'aide d'une turbine apres nettoyage de la 
peau au moyen d'un coton imbibe d'ether afin d'eliminer les traces de sebum. La 
chambre d'extraction de la turbine, remplie avec 10 ml de melange hexane/ethanol (2/3) 
est appliquee sur une surface de 12,56 cm 2 Le melange est agite durant 1 minute puis 
est collecte a I'aide d'une seringue en verre puis stocke dans un recipient en verre a -20 
°C. 

Trois prelevements sont ainsi realises sur I'avant bras de chaque personne. Les 
echantillons sont ensuite rassembles, evapores a sec a I'aide d'un evaporateur rotatif, 
repris dans 1 ml de chloroforme /methanol (2/1) et conserve a -20 °C. L'extrait sec 
correspondant a I'ensemble de ces prelevements est de 36,4 mg et represente une 
surface extraite de 829 cm 2 . ^ i 

f. .'* 

Separation et isolement des ceramides : 

Dan's un premier temps, on separe .les ceramides des autres categories de lipides en 
deposant I'echantillon lipidique precedemment obtenu sur une cartouche de silice phase 
normale (gel de silice 60). Apres elimination des lipides neutres par 10 ml de chloroforme 
contenant 1% d'acide acetique, les ceramides sont elues avec 10 ml de melange 
chloroforme /methanol (95/5). Les ceramides sont ensuite stockes dans 1 ml de 
chloroforme a -20 °C. 

Dans un second temps, les differents ceramides sont separees par chromatographie 
couche mince dans les conditions suivantes : 

On depose 1,7 mg du melange de ceramides obtenus a Tissue de la premiere etape sur 
une plaque de silice Whatman LK5 de 20x20 cm et on procede a 2 elutions successives 
avec un melange chloroforme /methanol /acide acetique dans les rapports 190/5/1 pour 
la premiere elution et 190/9/1 pour la seconde elution. 
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Les classes.de ceramides sont reperees en ultraviolet (a 254 nm) apres vaporisation sur 
la plaque d'une solution de primuline a 5 mg/100 ml. Cette observation permet de 
delimiter 10 zones contigues sur la plaque de silice numerotees de 1 a 10 en allant de la 
zone la plus eluee a la zone la moins eluee. La silice de chacune de ces zones est 
grattee, recuperee et extraite a plusieurs reprises avec un melange de chloroforme 
/methanol (2/1). Les phases organiques sont rassemblees et lavees a I'eau puis 
evaporees a sec pour obtenir les composes ceramidiques purs. Une partie de ces 
ceramides est ensuite remise en solution dans un melange chloroforme/methanol (2/1) 
pour identification analytique. 

On recupere dans la tache no1 de la plaque de silice, les ceramides decrits 
precedemment tels que n 3 est compris entre 17 et 35, n 4 est compris entre 9 et 18, et n 5 
est compris entre 12 et 18. 

Analyse structural d es composes ceramidig iiPR ■ 
Uechantillon destine a Tanalyse est reparti en deux fractions. 

On realise une derivation de la premiere fraction ceramides au moyen du chlorure de 
benzoyle. Les derives benzoyfes ainsi obtenus sont separes en chromatographie liquide 
haute performance et injectes dans un spectrographe de masse en sortie de colonne par 
couplage HPLC-MS. 

La deuxieme fraction subit une hydrolyse alcaline pour liberer les bases sphingoids 
contenues dans les ceramides. Les bases liberees sont derivees a I'orthophtalaldehyde 
avant d'etre separees en HPLC avec detection en fluorescence. 
L'ensemble des resultats analytiques ainsi obtenu permet d'attribuer une structure 
moleculaire precise a chaque ceramide present dans Techantillon. 

Dans le melange, on isole une fraction A contenant les ceramides tels que n 3 est compris 
entre 25 et 27, n 4 est egal a 1 1 , et est egal a 1 4. 

EXEMPLE 6 : Preparation du ceramide 2.5 



La preparation du ceramide 2.5 est identique a celle du ceramide STAR de I'exemple 5 
la difference de I'etape de separation et d'isolement des ceramides a I'issu de laquelle o„ 
recupere dans .a tache no4 de la plaque de silice, les ceramides decrits precedemment 



a 
on 
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tels que n, est compris entre 22 et 35 et n 2 est compris entre 11 et 21 et RCO desigrie un 
residu linoleoyle. En outre, au cours de I'analyse structurale des composes ceramidiques 
on .sole dans le melange, une fraction A contenant les ceramides telles que n, est egal a 
29, et n 2 est compris entre 13 et 15. 

EXEMPLE 7 : Milieu de culture sur lequel on peut additionner un derive de la 
famille du ceramide 7 en association avec le BSA 



10 



15 



20 



25 



- Milieux de cultures DM EM (3 volumes) et HAM F12 (1 volume) 
commercialises par DUBELCCO et GIBCO 

- Serum de veau supplements en fer 

- EGF (facteur de croissance epidermique). (10 ng / ml) 

- Isoproterenol (10" 6 M) 

- Hydrocortisone (0,4 pg/ml) 

- L-Glutamine (2mM) 

- D.L a Tocopherol acetate 

- L Carnitine 

- BSA (Bovine Serum Albumine) 

- Ceramide 7 



EXEMPLE 8 : Formule aux Liposomes contenant le ceramide 7 

- Lecithine de soja (enrichie a 75% de phosphatidylcholine) 
vendue par SEPPIC sous la denomination commerciale Lipoid S75 

- Propylene glycol 

- Ceramide 7 

- Eau 

qsp 



450 ml 

50 ml 
500 pi 
500 pL 
400 pi 
5 ml 

10.6 pmoles 
5.1 pmoles 
12.1 pmoles 
175pg 

(0.2'5 pmoles) 



0.5000% 

3.0000% 
0.0315% 
100.0000% 
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REVENDICATIONS 



1. Procede de preparation d'un epiderme reconstruit ou d'un equivalent de peau 
5 supplements en au moins un derive du ceramide 7 et/ou 5.5 de formule (I), consistant a 
introduire au moins un derive du ceramide 7 et/ou 5.5 dans le milieu de culture dudit 
epiderme reconstruit ou dudit equivalent de peau et/ou a appliquer topiquement sur la 
surface dudit epiderme reconstruit ou dudit equivalent de peau en culture une 
composition a base de vesicules lamellaires lipidiques incorporant au moins un derive de 
10 la famille du ceramide 7 et/ou 5.5 de formule (!) suivante: 



CH 2 OH 

H 3 C (CH 2 ) n — CH n NH —C-CH — CH=CH — CH (CH 2 )- CH 3 

x o H I I 

UM OH (I) 

dans laquelle : 

15 - X represente un atome d'hydrogene ou un groupement hydroxyle (OH); 
avantageusement un groupement hydroxyle ; 

n est compris entre 19 et 29 carbones, de preference entre 21 et 27 carbones, 
avantageusement egal a 21, 22 ou 23 carbones ; 

m est compris entre 9 et 19 carbones, de preference entre 9 et 15 carbones, 
20 avantageusement egal a 11, 12 ou 13 carbones. 

2. Procede suivant la revendication 1, caracterise en ce que n est compris entre 21 et 27; 
m est compris entre 9 et 1 5. 

25 3. Procede suivant Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que n est egal a 21, 22 ou 23; m est egal a 11, 12 ou 13. 

4. Procede suivant Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que n est egal a 21 et m est egal a 1 1 . 

30 



5. Procede suivant Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que X represente un groupement hydroxyle. 
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REVENDICATIONS 



1. Procede de preparation d'un epiderme reconstruit ou d'un equivalent de peau 
supplements en au moins un derive du ceramide 7 et/ou 5.5 de formule (I), consistant a 
introduire au moins un derive du ceramide 7 et/ou 5.5 dans le milieu de culture dudit 
epiderme reconstruit ou dudit equivalent de peau et/ou a appliquer topiquement sur la 
surface dudit epiderme reconstruit ou dudit equivalent de peau en culture une 
composition a base de vesicules lamellaires lipidiques incorporant au moins un derive de 
la famille du ceramide 7 et/ou 5.5 de formule (I) suivante: 



CH 2 OH 



H 3 C-(CH 2 ) n — CH— jj-NH — c-CH— CH=CH CH— (CH 2 )- 



'm "CHg 

OH OH 



(I) 



dans laquelie : 

X represents un atome d'hydrogene ou un groupement hydroxyle (OH); 
avantageusement un groupement hydroxyle ; 
- n est compris entre 19 et 29 carbones, de preference entre 21 et 27 carbones, 
avantageusement egal a 21 , 22 ou 23 carbones ; 

m est compris entre 9 et 19 carbones, de preference entre 9 et 15 carbones, 
avantageusement egal a 1 1, 12 ou 13 carbones. 

2. Procede suivant la revendication 1, caracterise en ce que n est compris entre 21 et 27; 
m est compris entre 9 et 1 5. 

3. Procede suivant Tune quelconque des revendications precedentes, caracterisS en ce 
que n est egal a 21, 22 ou 23; m est egal a 11, 12 ou 13. 

4. Procede suivant Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que n est egal a 21 et m est egal a 1 1. 

5. Procede suivant I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que X represents un groupement hydroxyle. 
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6. Procede suivant I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que ['introduction dans le milieu de culture d'au moins un derive de ceramide 5.5 et/ou 7 
de formule (I) est realisee apres dissolution prealable dudit derive ou de la dite 
composition dans un solvant. 

7. Procede suivant la revendication 6, caracterise en ce que le solvant est I'ethanol ou le 
DMSO etant entend que le rapport final en solvant introduit dans le milieu de culture ne 
doit pas depasser 1/1000. 

8. Procede suivant I'une quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en ce que Ton 
introduit dans le milieu de culture une association contenant au moins un dit derive de 
formule (I) et au moins une molecule capable de vehiculer et de rendre biodisponibie le 
dit derive au sein de I'epiderme reconstruit ou dudit equivalent de peau a partir du milieu 
de culture. 

9. Procede suivant la revendication 8, caracterise en ce que dans Tassociation !a dite 
molecule est choisie parmi le BSA et/ou un compose de la famille des cyciodextrines, 
etant entendu que la concentration de BSA pouvant etre introduite dans le milieu de 
culture doit etre inferieure ou egale a 100 |jmoI/l. 

10. Procede suivant I'une quelconque des revendications 8 et 9, caracterise en ce que 
['association comprend en outre au moins un agent antioxydant et un transporter 
cellulaire, etant entendu que la concentration en agent antioxydant et en transporter 
cellulaire pouvant etre introduit dans le milieu de culture doit etre inferieure ou egale a 50 
pmol/l et 100pmol/l respectivement de milieu de culture. 

11. Procede suivant la revendication precedente, caracterise en ce que Pagent 
antioxydant est le D.L a Tocopherol acetate le transporter cellulaire est la L Carnitine. 

12. Procede suivant I'une quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en ce que Ton 
introduit dans le milieu de culture une composition a base de vesicules lamellaires 
lipidiques incorporant au moins un derive de la famille du ceramide 7 et/ou 5.5 de formule 
0). 

13. Procede suivant la revendication precedente, caracterise en ce que la composition 
correspond a I'une des compositions definies dans les revendications 15 a 36. 
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6. Procede suivant I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que I'introduction dans le milieu de culture d'au moins un derive de ceramide 5.5 et/ou 7 
de formule (I) est realisee apres dissolution prealable dudit derive ou de la dite 
composition dans un solvant. 



7. Procede suivant la revendication 6, caracterise en ce que le solvant est Methanol ou le 
DMSO etant entend que le rapport final en solvant introduit dans le milieu de culture ne 
doit pas depasser 1/1000. 

8. Procede suivant I'une quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en ce que Ton 
introduit dans le milieu de culture une association contenant au moins un dit derive de 
formule (I) et au moins une molecule capable de vehiculer et de rendre biodisponible le 
dit derive au sein de I'epiderme reconstruit ou dudit equivalent de peau a partir du milieu 
de culture. 

9. Procede suivant la revendication 8, caracterise en ce que dans I'association la dite 
molecule est choisie parmi le BSA et/ou un compose de la famille des cyclodextrines, 
etant entendu que la concentration de BSA pouvant etre introduite dans le milieu de 
culture doit etre inf erieure ou egale a 1 00 umol/l. 

10. Procede suivant I'une quelconque des revendications 8 et 9, caracterise en «e que 
I'association comprend en outre au moins un agent antioxydant et un transporteur 
cellulaire, etant entendu que la concentration en agent antioxydant et en transporteur 
cellulaire pouvant etre introduit dans le milieu de culture doit etre inferieure ou egale a 50 
umol/l et 100umol/l respectivement de milieu de culture. 

11. Procede suivant la revendication precedents caracterise en ce que I'agent 
antioxydant est le D.L a Tocopherol acetate le transporteur cellulaire est la L Carnitine. 

12. Procede suivant I'une quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en ce que I'on 
introduit dans le milieu de culture une composition a base de vesicules lamellaires 
lipidiques incorporant au moins un derive de la famille du ceramide 7 eVou 5.5 de formule 
(I). ' 
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14. Procede suivant Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que la concentration d'au moins un derive de formule (I) introduit dans le milieu de culture 
est comprise entre 10 g/l et 10 6 g/l. 

5 

15. Procede suivant Tune quelconque des reyendications 1 a 6, caracterise en ce que 
('application topique sur la surface dudit epiderme reconstruit ou dudit equivalent de peau 
en culture est realisee avec une composition a base de vesicules lamellaires lipidiques 
incorporant au moins un derive de la famille du ceramide 7 et/ou 5.5 de formule (I). 

10 

16. Procede suivant la revendication precedente, caracterisee en ce que la composition 
qui comprend une dispersion, dans une phase aqueuse externe, de vesicules formees 
par des phases lamellaires lipidiques separees les unes des autres par des couches 
hydrophiles, lesdites phases lamellaires comprenant au moins un iipide amphiphile, et au 

15 moins ledit derive de formule (I) inclus dans lesdites phases lamellaires lipidiques. 

17. Procede suivant la revendication selon Tune quelconque des revendications 15 et 16, 
caracterisee en ce que les vesicules sont des niosomes ou des liposomes. 

20 18. Procede selon Tune quelconque des revendications 15 a 17, caracterisee en ce que 
le taux de derive de formule (I) represente de 0.001% a 30% par rapport au poids total de 
la composition lipidique constituant les vesicules. 

19. Procede selon Tune quelconque des revendications 15 a 18, caracterisee en ce que 
25 le taux de derive de formule (I) represente de 0.001% a 10%, de preference 0.001% a 

5% par rapport au poids total de la composition lipidique constituant les vesicules. 

20. Procede selon Tune quelconque des revendications 15 a 19, caracterisee en ce que 
le rapport en poids entre la quantite de phase lipidique et la quantite de phase aqueuse 

30 de la dispersion etant compris entre 1/1000 et 300/1000. 

21. Procede selon I'une quelconque des revendications 15 a 20, caracterisee en ce que 
les phases lamellaires comprennent au moins un Iipide amphiphile non ionique, choisi 
parmi : 

35 - les esters et/ou les ethers de polyol et d'acide gras, polyoxyethylenes ou non ; 

- les esters et/ou les ethers d'acide gras d'a-butylglycoside; 



regue le 07/08/03 
33 



) 



13. Procede suivant I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que la concentration d'au moins un derive de formule (I) introduit dans le milieu de culture 
est comprise entre 10 g/l et 10 6 g/l. 

14. Procede suivant I'une quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en ce que 
(•application topique sur la surface dudit epiderme reconstruit ou dudit equivalent de peau 
en culture est realisee avec une composition a base de vesicules lamellaires lipidiques 
incorporant au moins un derive de la famille du ceramide 7 et/ou 5.5 de formule (I). 

15. Procede suivant la revendication precedente, caracterisee en ce que la composition 
qui comprend une dispersion, dans une phase aqueuse externe, de vesicules formees 
par des phases lamellaires lipidiques separees les unes des autres par des couches 
hydropses, lesdites phases lamellaires comprenant au moins un lipide amphiphile et au 
moins ledit derive de formule (I) inclus dans lesdites phases lamellaires lipidiquest/ 

16. Procede suivant la revendication selon I'une quelconque des revendications 14 a 15, 
caracterisee en ce que les vesicules sont des niosomes ou des liposomes. 

17. Procede selon I'une quelconque des revendications 14 a 16, caracterisee en ce que 
le taux de derive de formule (I) represente de 0.001% a 30% par rapport au poidsfetal de 
la composition lipidique constituant les vesicules. $% 

18. Procede selon I'une quelconque des revendications 14 a 17, caracterisee en ce que 
le taux de derive de formule (I) represente de 0.001% a 10%. de preference 0.001% a 
5% par rapport au poids total de la composition lipidique constituant les vesicules. 

19. Procede selon I'une quelconque des revendications 14 a 18, caracterisee en ce que 
le rapport en poids entre la quantite de phase lipidique et la quantite de phase aqueuse 
de la dispersion etant compris entre 1/1000 et 300/1000. 

20. Procede selon I'une quelconque des revendications 14 a 19, caracterisee en ce que 
les phases lamellaires comprennent au moins un lipide amphiphile non ionique choisi 
parmi : 

- les esters et/ou les ethers de polyol et d'acide gras, polyoxyethylenes ou non ; 

- les esters et/ou les ethers d'acide gras d'a-butylglycoside; 

- les phospholipides synthetiques ou naturels, hydrogenes ou non. 
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- les phospholipides synthetiques ou naturels, hydrogenes ou non. 

22. Procede suivant la revendication 21, caracterisee en ce que les esters ou les ethers 
de polyo! et d'acide gras sont choisis parmi les melanges testers ou les melanges 
d'ethers d'au moins un polyoi choisi dans le groupe forme par le polyethyleneglycoi 
comportant de 1 a 60 unites oxyde d'ethyiene, le sorbitane, le sorbitane portant 2 a 60 
unites d'oxyde d'ethyiene, le glycerol portant 2 a 30 unites d'oxyde d'ethyiene, les 
polyglycerols comportant 2 a 15 unites glycerol, les sucroses, les glucoses portant 2 a 30 
unites oxyde d'ethyiene, et au moins un acide gras comportant une chaine alkyle en C 5 - 
C 22 , saturee ou non saturee, lineaire ou ramifiee, le nombre de chaines alkyle par groupe 
polyoi etant compris entre 1 et 10. 

23. Procede suivant la revendication 21, caracterisee en ce que les esters et/ou les 
ethers d'acide gras d'a-butylglycoside sont choisis parmi : 
15 - des melanges d'esters et/ou des melanges d'ethers de differents acides gras d'a- 
butylgiucoside dont les differentes chaTnes grasses comportent, I'une par rapport a 
I'autre, un nombre d'atomes de carbone voisin (par exemple different de 1 ou 2) ou, 
- des melanges de mono-, di- tri- ou polyesters et/ou des melanges de mono-, di- tri- 
polyethers d l un meme acide gras d'a-butylgiucoside; 
20 les dits esters et lesdits ethers decide gras d'a-butylglucoside utilise(s) comporte(nt) une 
chaine grasse ayant de 8 a 24 atomes de carbone. 

24. Procede selon Tune quelconque des revendications 21 a 23, caracterisee en ce que 
les phases lamellaires comprennent en outre au moins un lipide amphiphile ionique. 

25 

25. Procede suivant selon la revendication 24, caracterisee en ce que le lipide amphiphile 
ionique est choisi dans le groupe forme par : 

- les sels alcalins du dicetyl- et du dimyristylphosphate ; 
les sels alcalins du cholesterol sulfate ; 

30 - les sels alcalins du cholesterol phosphate ; 

- les lipoaminoacides et leurs sels tels que les acylglutamates mono- et di-sodiques 
comme le sel disodique de I'acide N-stearoyl L-glutamique commercialise sous la 
denomination Acylglutamate HS21 par la societe AJINOMOTO ; 

- les sels de sodium de I'acide phosphatidique ; 
35 - les phospholipides ; 

- les derives alkylsulfoniques notamment de formule (X) : 
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21. Procede suivant la revendication 20, caracterisee en ce que les esters ou les ethers 
de polyol et d'acide gras sont choisis parmi les melanges d'esters ou les melanges 
d'ethers d'au moins un polyol choisi dans le groupe forme par .e polyethyleneglycol 
compqrtant de 1 a 60 unites oxyde d'ethylene, le sorbitane, le sorbitane portant 2 a 60 
unrtes d'oxyde d'ethylene, le glycerol portant 2 a 30 unites d'oxyde d'ethylene les 
polyglycerols comportant 2 a 15 unites glycerol, les sucroses, les glucoses portant 2 a 30 
unites oxyde d'ethylene, et au moins un acide gras comportant une chaTne alkyle en C 5 - 
C* , saturee ou non saturee, lineaire ou ramifiee, le nombre de chaTnes alkyle par groupe 
polyol etant compris entre 1 et 10. 

22. Procede suivant la revendication 20, caracterisee en ce que les esters et/ou les 
ethers d'acide gras d'a-butylglycoside sont choisis parmi : 

- des melanges d'esters et/ou des melanges d'ethers de different acides gras d'a- 
butylglucoside dont les differentes chaTnes grasses comportent, .'une par rapport a 
I'autre, un nombre d'atomes de carbone voisin (par exemple different de 1 ou 2) ou 

- des melanges de mono-, di- tri- ou polyesters et/ou des melanges de mono-, di- tri- 
polyethers d'un meme acide gras d'oc-butylglucoside; 

les dits esters et lesdits ethers d'acide gras d'a-buty'lg.ucoside utilise(s) com P 6rte(nt) une 
chaine grasse ayant de 8 a 24 atomes de carbone. \ 

23. Procede selon Tune quelconque des revendications 20 a 22, caracterisee en ce que 
les phases iamellaires comprennent en outre au moins un lipide amphiphile ionique. 

24. Procede suivant selon la revendication 23, caracterisee en ce que le lipide amphiphile 
ionique est choisi dans le groupe forme par : 

- les sels alcalins du dicetyl- et du dimyristylphosphate ; 

- les sels alcalins du cholesterol sulfate ; 

- les sels alcalins du cholesterol phosphate ; 

- les lipoaminoacides et leurs sels te.s que les acylglutamates mono- et di-sodiques 
comme le sel disodique de I'acide N-stearoyl L-glutamique commercialise sous la 
denom.nation Acylglutamate HS21 par la societe AJINOMOTO ; 

- les sels de sodium de I'acide phosphatidique ; 

- les phospholipides ; 

- les derives alkylsulfoniques notamment de formule (X) : 
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R-CH-CO-0-(CH 2 -0-CH 2 ) 2 -CH 3 



(X) 



so 3 m 



dans laqualla R raprasanta das radicaux al M a en C*C en partner a 
ra Lux C,.H„ a, C„H„ Pds an m*an g a ou sapartman, a, M as, un meta, 
alcalin ou aloalino-tarraux tal qua la sodium ; at leurs malanges; 

'. las sals d'ammonium quatarnaira, las aminos grassas a, laurs sals. 
26 Pr0 o« salon la ravandloaHon 25, oa^adsaa an oa qua las sals .ammonium 

rtr^d— u— — — w — 



25 



(XI) 



d ans .aquel.e ,es radicaux Ri a R,. qui peuvent etre identiques ou 

rep" entent un radica. aliphatique, .ineaire ou ramif.e, comportant de l . 30 

anion choisi dans «e groupe des haiogenures, phosphates, acetates, lactates, 
alkyl(C 2 -C 6 )sulfates, alkyl-ou-alkylarylsulfonates; 

les se ,s d'ammonium quaternaire de HmidazoHnium represent par .a formu.e 
(XII) suivante: 

+ 



CH 2 -CH 2 -N(R 8 )-CO-R 5 

N<C 
\ / R 7 



(XII) 



dans laque.le R 5 represente un radical a.cenyle ou a.ky.e comportant de 8 a 30 
ZlTTLoZ, exem,e derives des acides gras du suit, R 6 represents un 
a ome dhydrogene, un radica. a.ky.e en C,-C 4 ou.un radica. a.ceny.e ou a.ky.e 

de 9 S * 30 atomes de carhone, R 7 repute, radica. alkyle en 
c r represente un atome d'hydrogene, un radical alkyle en C,-C 4 , X est un 
^on cXans le groupe des ha.og.nures, phosphates, achates, .actates, 
alkylsulfates, alkyl-ou-alkylarylsulfonates; 
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R-CH-CO-0-(CH 2 -0-CH 2 ) 2 -CH 3 



(X) 



S0 3 M 

dans laquelle R represente des radicaux alkyle en Ce-C*, en particulier les 
radicaux C 16 H 33 et C 18 H 37 pris en melange ou separement et M est un metal 
alcalin ou alcalino-terreux tel que le sodium ; et leurs melanges; 

- les sels d'ammonium quaternaire, les amines grasses et leurs sels. 

25. Procede selon la revendication 24, caracterisee en ce que les sels d'ammonium 
quaternaire sont choisis parmi: 

- Les sels d'ammonium quaternaires representes par la formule (XI) suivante; 



R, 



(XI) 



dans laquelle les radicaux R 1 a R4, qui peuvent etre identiques ou differents, 
represented un radical aliphatique, lineaire ou ramifie, comportant de 1 a 30 
atomes de carbone, ou un radical aromatique tel que aryle ou alkylaryle; X'est un 
anion choisi dans le groupe des halogenures, phosphates, acetates, lactates, 
alkyl(C 2 -C 6 )sulfates, alkyl-ou-alkylarylsulfonates; *■' 

les sels d'ammonium quaternaire de I'imidazolinium representes par la formule 
(XII) suivante: 



X / CH 2-CH 2 -N(R 8 )-CO-R c 
V-V N R, 



(XII) 



dans laquelle R 5 represente un radical alcenyle ou alkyle comportant de 8 a 30 
atomes de carbone par exemple, derives des acides gras du suit, R 6 represente un 
atome d'hydrogene, un radical alkyle en C-O, ou un radical alcenyle ou alkyle 
comportant de 8 a 30 atomes de carbone, R 7 represente un radical alkyle en d- 
C 4 , R B represente un atome d'hydrogene, un radical alkyle en 0,-04, X est un 
anion choisi dans le groupe des halogenures, phosphates, acetates, lactates, 
alkylsulfates, alkyl-ou-alkylarylsulfonates; 



les sels de diammonium quaternaire representes par la formule (XIII) suivante; 
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- les sels de diammonium quaternaire representes par la formule (XIII) suivante; 
R 9 — N-(CH 2 )3-N-R 14 

R 11 R 13 

dans laquelle R 9 designe un radical aliphatique comportant environ de 16 a 30 
atomes de carbone, R 10 , Rn, R12, R13 et R 14 , identiques ou differents sont choisis 
parmi I'hydrogene ou un radical alkyle comportant de 1 a 4 atomes de carbone, et 
X est un anion choisi dans le groupe des halogenures, acetates, phosphates, 
nitrates et methylsulfates; 

les sels d'ammonium quaternaire contenant au moins une fonction ester. 

27. Procede selon la revendication 25, caracterisee en ce que les sels d'ammonium 
quaternaire contenant au moins une fonction ester repondent a la formule (XIV) suivante 



++ 



2X 



(XIII) 



(C r H 2r O) z — R 18 

O 

R 17 -C-(OC n H 2n ) y N-(C p H 2p O) x R 16 , X" 

R 15 (XIV) 

dans laquelle : 

. R-15 est choisi parmi les radicaux alkyles en C^Cg et les radicaux hydroxyalkyles 
ou dihydroxyalkyles en C^-Cg ; 
est choisi parmi : 

• le radical R^g-CO- ; 

• les radicaux R20 hydrocarbones en C>|-C22 Nneaires ou ramifies, 
satures ou insatures ; 

• Patome d'hydrogene ; 
R>IS est choisi parmi : 

• I'atome d'hydrogene ; 

• le radical R-|g-CO- ; 

• les radicaux R22 hydrocarbones en C^Cq lineaires ou ramifies, satures 
ou insatures ; 
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'10 



R 



12 



R 9 — N-(CH 2 ) 3 -N-R 14 
R„ R 



'11 



"13 



++ 



2X 



(XIII) 



dans laquelle R 9 designe un radical aliphatique comportant environ de 16 a 30 
atomes de carbone, R 10> R,,, R 12l R 13 et R 14 , identiques ou differents sont choisis 
parmi I'hydrogene ou un radical alkyle comportant de 1 a 4 atomes de carbone, et 
X est un anion choisi dans le groupe des halogenures, acetates, phosphates, 
nitrates et methylsulfates; 

- les sels d'ammonium quaternaire contenant au moins une fonction ester. 

26. Procede selon la revendication 24, caracterisee en ce que les sels d'ammonium 
quaternaire contenant au moins une fonction ester repondent a la formule (XIV) suivante 



O 
n 



( 9r H 2P h 



l 18 



R 17 -C-(OC n H 2 „) y N-(C pH2[ ,0) x R t6 , x- 

R 15 (XIV) 

dans laquelle : 

- R 15 est choisi parmi les radicaux alkyles en C r C 6 et les radicaux hydroxyalkyles 
ou dihydroxyalkyles en C-j -C 6 ; 
R 16 est choisi parmi : 

• le radical Rfg-CO- ; 

les radicaux R 20 hydrocarbones en C V C 2 2 lineaires ou ramifies, 
satures ou insatures ; 

• I'atome d'hydrogene ; 
R 18 est choisi parmi : 

• I'atome d'hydrogene ; 

• le radical R^g-CO- ; 

• les radicaux R 22 hydrocarbones en C r C 6 lineaires ou ramifies, satures 
ou insatures ; 
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- R17, R19 et R21, identiques ou differents, sont choisis parmi les radicaux 
hydrocarbones en C7-C21, lineaires ou ramifies, satures ou insatures ; 

- n, p et r, identiques ou differents, sont des entiers valant de 2 a 6 ; 

- y est un entier valant de 1 a 10 ; 

- x et z, identiques ou differents, sont des entiers valant de 0 a 10 ; 

- X" est un anion simple ou complexe, organique ou inorganique ; 

sous reserve que la somme x + y + z vaut de 1 a 15 , que lorsque x vaut 0 alors R^q 
designe R20 et Q ue lorsque z vaut 0 alors R-js designe R22 

28. Procede selon la revendication 27, caracterisee en ce que les sels d'ammonium 
quaternaire contenant au moins une fonction ester correspond a la formule (XIV) dans 
laquelle : 

- R<]5 designe un radical methyle ou ethyie, 

- x et y sont egaux a 1 ; 

- z est egal a 0 ou 1 ; 

- n, p et r sont egaux a 2 ; 
R15 est choisi parmi : 

• le radical R-jg-CO- ; 

• les radicaux methyle, ethyie ou hydrocarbones en C14-C22 I 

• Tatome d'hydrogene ; 
R-I8 est choisi parmi : 

• le radical R21-CO- ; 

• Patome d'hydrogene ; 

r R17, R19 et R21, identiques ou differents, sont choisis parmi les radicaux 
hydrocarbones en C<\yC<\j t lineaires ou ramifies, satures ou insatures et de 
preference parmi les radicaux alkyles et alcenyle en C-^ 3-0^7, lineaires ou 
ramifies, satures ou insatures. 

29. Procede selon Tune quelconque des revendications 21 a 28, caracterisee en ce que, 
le rapport en poids entre la quantite de lipide amphiphile non-ionique et de lipide 
amphiphile est compris entre 50/1 et 50/25. 

30. Procede selon Tune quelconque des revendications 15 a 29, caracterisee en ce que 
lesdites phases lamellaires contiennent au moins un additif choisi parmi les sterols, les 
alcools et diols a chaine grasse, les amines a chame grasse et leurs derives ammonium 
quaternaire. 
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- R 17> R 19 et R 21» identiques ou differents, sont choisis parmi les radicaux 
hydrocarbones en C7-C21, lineaires pu ramifies, satures ou insatures ; 

- n, p et r, identiques ou differents, sont des entiers valant de 2 a 6 ; 

- y est un entier valant de 1 a 10 ; 

- x et z, identiques ou differents, sont des entiers valant de 0 a 10 ; 

- X" est un anion simple ou complexe, organique ou inorganique ; 

sous reserve que la somme x + y + z vaut de 1 a 15 , que lorsque x vaut 0 alors R 16 
designe R 2 o et que lorsque z vaut 0 alors R 18 designe R 2 2- 

27. Procede selon la revendication 26, caracterisee en ce que les sels d'ammonium 
quaternaire contenant au moins une fonction ester correspond a la formule (XIV) dans 
laquelle : 

" R 15 designe un radical methyle ou ethyle, 

- x et y sont egaux a 1 ; 

- z est egal a 0 ou 1 ; 

- n, p et r sont egaux a 2 ; 
R-I5 est choisi parmi : 

• le radical R-jg-CO- ; 

• les radicaux methyle, ethyle ou hydrocarbones en C 14 -C 2 2 ; 5 

• Tatome d'hydrogene ; 

- R-f q ©St choisi parmi : 

• le radical R21 -CO- ; 

• I'atome d'hydrogene ; 

- R17, Rig et R 2 i, identiques ou differents, sont choisis parmi les radicaux 
hydrocarbones en C 13 -C 17 , lineaires ou ramifies, satures ou insatures et de 
preference parmi les radicaux alkyles et alcenyle en C 13 -C 17j lineaires ou 
ramifies, satures ou insatures. 

28. Procede selon Tune quelconque des revendications 20 a 27, caracterisee en ce que, 
le rapport en poids entre la quantite de lipide amphiphile non-ionique et de lipide 
amphiphile est compris entre 50/1 et 50/25. 

29. Procede selon Tune quelconque des revendications 14 a 28, caracterisee en ce que 
lesdites phases lamellaires contiennent au moins un additif choisi parmi les sterols, les 
alcools et diols a chaine grasse, les amines a chame grasse et leurs derives ammonium 
quaternaire. 
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31. Procede selon la revendication 30, caracterisee en ce que ledit additif est le 
cholesterol. 

32. Procede selon Tune quelconque des revendications 15 a 31, caracterisee en ce que 
la composition qu'elle comprend au moins un autre ceramide inclus dans lesdites phases 
lamellaires lipidiques, le dit ceramide etant choisi parmi les ceramides STAR, 1, 2, 2.5, 3, 
4, 5 et/ou 6. 

33. Procede suivant la revendication 32, caracterise en ce que le ceramide est choisi 
parmi les ceramides STAR et/ou 4. 

34. Procede suivant I'une quelconques des revendications 15 a 33, caracterise en ce que 
la composition contient un autre compose permettant d'ameliorer la fonction barriere 
choisi parmi I'acide ascorbique ou ses analogues, les lecithines, les glycosphingolipides, 
les phospholipides, le cholesterol et ses derives, les phytosterols (stigmasterol, p- 
sitosterol, campesterol), les acides gras essentiels, le 1-2 diacylglycerol, la 4- 
chromanone, les triterpenes pentacycliques tels que I'acide ursolique, la vaseline et la 
lanoline. 

35. Procede suivant I'une quelconque des revendications 15 a 34, caracterisee en ce que 
la quantite de composition appliquee topiquement sur la surface des epidermes en 
culture est comprise entre 0.5 ul et 10 pi par cnf de surface d'epiderme reconstruit. 

25 36.. Procede suivant I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que I'epiderme reconstruit est le modele EPISKIN™. 



20 



30 



37. Equivalent de peau ou peau reconstruite contenant au moins un derive de la famille 
du ceramide 5.5 de formule (I) telle que definie dans les revendications 1 a 4, dans 
laquelle X represente un groupement hydrogene. 
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30. Procede selon la revendication 29, caracterisee en ce que ledit additif est le 
cholesterol. 

31. Procede selon I'une quelconque des revendications 14 a 30, caracterisee en ce que 
la composition qu'elle comprend au moins un autre ceramide inclus dans lesdites phases 
lamellaires lipidiques, le dit ceramide etant choisi parmi les ceramides STAR, 1 , 2, 2.5, 3, 
4, 5 et/ou 6. 

32. Procede suivant la revendication 31 , caracterise en ce que le ceramide est choisi 
parmi les ceramides STAR et/ou 4. 

33. Procede suivant I'une quelconques des revendications 14 a 32, caracterise en ce que 
la composition contient un autre compose permettant d'ameliorer la fonction "barriere 
choisi parmi I'acide ascorbique ou ses analogues, les lecithines, les glycosphingolipides, 
les phospholipides, le cholesterol et ses derives, les phytosterols (stigmasterol, 0- 
sitosterol, campesterol), les acides gras essentiels, le 1-2 diacylglycerol, la 4- 
chromanone, les triterpenes pentacycliques tels que I'acide ursolique, la vaseline et la 
lanoline. 

34. Procede suivant I'une quelconque des revendications 14 a 33, caracterisee en'ce que 
la quantite de composition appliquee topiquement sur la surface des epidermes en 
culture est comprise entre 0.5 pi et 10 pi par cm 2 de surface d'epiderme reconstruit. 

35. Procede suivant I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce 
que I'epiderme reconstruit est le modele EPISKIN™. 

36. Procede suivant la revendication 12, caracterise en ce que la composition correspond 
a I'une des compositions definies dans les revendications 15 a 36. 

37. Equivalent de peau ou peau reconstruite contenant au moins un derive de la famille 
du ceramide 5.5 de formule (I) telle que definie dans les revendications 1 a 4, dans 
laquelle X represente un groupement hydrogene. 
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FIGURE 1 
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Comparison des profils relatifs des bases sphingoides issues 
des ceramides et derives de Stratum Humain Normal et 

EPISKIN 
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Effet des differents traitements sur les bases 6-hydroxy 
4-sphingenines a 18 carbones (majoritaires) 
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FIGURE 1 



Comparison des profils relatifs des bases sphingoides issues 
des ceramides et derives de Stratum Humain Normal et 

EPISKIN 




Sphinganine Sphingenine Phytosphingosine 6-Hydi 



Sphingenine 



FIGURE 2 



CM 

£ 
u 

^ , 70 - 
1 60- 
^ | 50 - 

: i 40 

20 - 
1 10 

§ o- 


Effct des differents traitements sur Ics bases 6-hydroxy 
4-sphingenines a 18 corbanes (majoritaires) 




D temoins 
E3 placebo 
■ tra/te ceramide 












- t 


^ m ° inS P^bo traite ceramide 





1 er depot 

2/2 



Modifiee le 07/08/03 

f 



FIGURE 3 
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Effet du ceramide 7 dans une formule niosomes sur la 
fonction barriere d'epidermes reconstruits du modele EPISKIN™ 
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Effet du ceramide 7 dans une formule niosomes sur la 
fonction barriere depidermes reconstruits du modele EPISKIN™ 
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